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序論
近年､ 食生活の質的 争 垂的変化に伴い ､ 脳卒中､ 動脈梗他 ､ 糖尿病な ど ､ いわ
ゆる血栓性疾患に 関連深 い疾患が成人病の罷鹿率の上位を占めるよう に な′つ て き
1)
た ｡ 本研究で 抜 この血栓牲疾患の発症および進展に重要な役割を演じる と考え
られる 血小板に注目し ､ その アラキドン醸代謝に的を絞っ て研究を進めて きた o
通常 , 血流申の血小板は凝集する こ となく流れ ており血栓形成は起こらない ｡
その ために垂栗な役割を担っ て いると考えられ て い るの が ､ 血小板および血管壁
で 藤生される
"
プ ロ スタ ノ イ ド
' '
と呼ばれる 一 連の生理活性物質で ある ｡ プ ロ
スタ ノイ ドは多価不飽和脂肪髄q) 一 種で あるアラキ ドン敢(Aracbidonic a cid,
AA, C2¢:4, a) - 6)から産生される こ とが知られ て いる o すなわ ち ､ 血小板で は
トロ ン ボキサ ンA2(Thr omboxan eA2, TXA2) が産生され ､
一 方血管壁か らはプ ロ
ス タサイクリ ン(PGI2)が産生され る o TXA2は強力な血小板凝集 ､ 血管収縮作
用 を有する
2 ) … 〉
の に射 し ､ PGI之はそ れと全く反対に血小板凝集抑制 ､ 血管拡張
作用 を有する o
5 )
い ずれ の物質も不安定で ､ TXA2は半減期3 0秒ほ どでPGI2は
半減期5分ほ どで それぞ れ不活性化されTXB2 ､ 6-ketoPGF.a となる o 従っ てTX
A2とPGI2のバラン ス は ､ 血栓形成にきわ めて 重要と考えられ る o
血小板の血栓形成に際 して は ､ まず内皮細胞の 損傷により コ ラ
ー ゲ ン に富む内
皮下甑接が露出する と ､ ここ に血小板の粘着がおこる B 粘着反応により活性化
され た血小板か ら ､ アデノシ ン2 リン醸(ADP)､ TXA2､ セ ロ ト ニ ン等の血小板惹
起物質が放出され る o 種々 の刺激物質により血小板は さら に活性化され , 形荘
を変えながら血管壁損傷瀞に血小板の凝集塊を形成する ｡ さらに血小板から放
出された凝固促進因子 により ､ 凝固系が活性化され て トロ ン ビンが生成され る ｡
この トロ ン ビン に より フ ィ ブリ ノ ー ゲンが フ ィ プリンとなり ､ 赤血球を取込み
6)
ながら血栓が形成され る ｡
- ト
血栓形成に至 るまで の過程におい て ､ 血小板で 産生され る甘XA2と血管壁 か ら産
生されるPGI2のバ ラン ス が重要で ある こ とは既 に記 した が ､ 実際各種の動脈硬化
症や血栓性疾患におい て血祭申TX82の増加､ 6- ketoPGFla の減少が報告されて い
る o
7 ) 8)
従 っ て ､ こ れら各種の 疾患におい て血小板TXA2産生 の克進が重要な役
割を演じて い る と考えら れ るが ､ この血小板TXA2産生の 増加とそれ に 関連 して生
じる 血小板凝集反応の克進は どのように して起こ るの で あろう か ｡ こ れ に は ､
まずTXA2産生の 過程に つ い て詳しく述べ る必要がある ｡
TXA2の前駆体で あるAA は､ 血小板の膜を構成して いるリ ン脂質申に存在して お
り ､ 血小板が種々の刺激因子 により活性化され るの に伴い ､ 血小板膜に存在する
pho sphoJJ
'
pase A2､ ならび にpho sphoJjpa s eC が活性化をうけAAが遊離する ｡
遊離したAA はcyclo o xyge n a s e(CO)によ っ てPGG2を経てPG‖2に代謝され る o PGH2
は非常に不安定な物質で ただちにTXsyntheta s eによ っ てTXA2に変換さ れる o
産生され たTXA2は血小板内の カル シウムプ ー ル (de nse tubular syste m) からの
2＋ 2＋
カル シウム (トCa ) 動員を引起こ すが､ このCa 動員 は これ にひ き続く血小板の
9)
凝集 ､ さらに は放出反応に おいて最 も重要な因子で ある と考えられ て い る ｡
(Fig. 1)
一 方 ､ 遊離したAA はCO系の みならず ､ 12- =pdxygena se (12- LO) 系に よ っ て も
1 0 ) l l)
代謝をうけ争 o 12- LO系で は ､ AA の12位にhydr ope r o xy 基の つ い た 12-
hyd｢ ope r o xyeic o s atetra e n ojc a cid(12-HPETE)が産生され ､ つ いで 安定な代謝産
物12-hydr o xyeic os atetr a e n oic acid(12-‖ETE) となる o こ の12- LO系の 中間
代謝産物で ある12-HPETEは ､ TXA2と は反対に血小板凝集抑制作用がある とい わ れ
1 2 ) 1 3 )
､ 血小板凝集反応の 一 つ の調節因子 と して 働い て いる 可能性がある o
(FJ
'
g. 2)
また既述の ご とく ､ 血小板で 産生 されるTXA2に対して ､ 血管壁か ら産生 され る
PGI2は強力な血小板凝集抑制作用 を有する が ､ その 機序と して は次の よう に考え
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られ てい る o 藤生され たPGI2が血小板厳に存在するPGⅠ2reCePtO rに結合する と
､ ade nylate cycJase が活性放されcyc=c adenosine monopho sphate (c - 舶岬)が
ade nosinetr J
'
pho sphate(ATP)より産生さ れる o このc-AMPは ､ TXA2と は反対
2＋ 2＋ 2＋
に血小板内で のCa 動員を抑制し ､ Ca をCa 貯蔵プ ー ル に押 し戻す作用がある
1 ヰ) 2十
｡ この ためCa を必要とする種々 の血小板内での 反応 ､ 例えば血小板膜か
らのAA遊離を抑制 し ､ 結果と してTXA2産生を低下させ ､ さらに は嘩集､ 放出反応
2＋
に必要なCa を低下させ ること により ､ 血小板凝集能が低下する といわ れて い る
1 与)
｡ ちな 捌こ ､ PGI2の蔚駆体屯TXA2と同じくAA であり ､ CO反応後生成された
PG‖2から血簡壁に存在するPGI2 Synthetase に よ っ て藤生される ので ある ｡
以上の よう に血栓症疾魔の発症進展に は ､ 血か坂内のAA代謝が重要な役割を示
して いる ｡ この ような観点から ､ TXA2産生克進に伴う血小板凝集克進の是正 の
一 手段として ､ 血小板のAA代謝に鮮轡を与えてTXA2産生を低下させ る薬物が注目
を浴びるようにな っ てきた o ある種の薬物や食事で 摂取する脂質の種類が ､ 血
小板の みに限らず ヒ 卜血管壁のプ ロ ス タノ イ ド代謝にも大きな影響を与え ､ 血小
板凝集能を抑制 しこ れら の疾患の予防治療上重要な位置を占める可能性があり ､
興味深い と考える o こ れらの薬物は抗血小板秦 と呼ば れ てい るが ､ 抗血Jj＼振薬
の 最たる 屯の はa c etyJsaJic= ic a cid(aspirin) で ある . (Fig. 3) 古くか ら ､
広く抗炎症薬と して用い られて き
たa spirjn は抗血栓作用 も合せ持
つ こ とがわ かり ､ その作用横序と
してPGの 合成阻害 ､ なか で もCO の
s e rjne位を アセ チル 化する こ とに
より強力なCO阻害作用を示す こ と
1 6 )
が明らか となっ た ｡
暑
⑳.e⑳e M3
汰 e o⑳弼
%
Fig . 3 S tr u ctu r e Of aspl rin ･
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更 に ､ 非ス テ ロ イ ド性抗炎症薬の多くもCO阻害剤と して 働き ､ 抗血小板作用屯
1 7 ) 1 8 〉
あわ せもつ こ とが明らか にされて いる o
このよう に ､ 血小板AA代謝に影響を与え抗血 小板作用 ､ すなわち血か板凝集抑
制作用をあらわ す薬物は 多い o
'
簡単に分類すれぱ ①pho sphoJipa s e･A2反応を
抑制する
1 4 )15) 1 9 )
②cyclo oxyge nas卑反応を抑制する(aspir J
･
n
.
jndomethacin)
2 0 ) 2 1 )
③lhr o mbo x a n esynlhela s e反応を抑制する (imida zoJe, OKY-1581)
2 2)
2 3 ) 2 ヰ)
とい う こ とになる ｡
本研究で は上述した既存の抗血小板薬以外に も抗血小板作用 を有する 薬物が存
在すると考え､ 全く違っ た観点から種々 の薬物を とりあげ研究してきた o すな
わち ､ 古来より長 い間用 い られ て いる和漢生薬の主成分や ､ 日常の食事摂取に よ
つ て得うれ るよう な成分の なか に ､ ヒ ト血小板アラキドン離代謝に影響をおよぼ
すこ とによ っ て 血小板凝集抑制作用を有し ､ 血栓症疾患の発症 ｡ 進展に対して 予
防的役割を積極的に担う可能性のある もの が存在する ので は ない か ､ a spirin に
代わ りうるような有用な薬物がある ので はない か ､ という観点か ら研究を進めて
きた o この ような観点かう､ 本論文で は3つ の もの を とりあげた o 1つ は ､
荏 (Cin n a m o n u nCa sia BJu m e) の樹皮(Cin n amomi Co rte x) の主成分で あるcin -
n a mic,aJdehyde､ 2つ めはキカ ラス ウリ (Tricho sa nthe sjaponica) の種芋 ( 栢
楼仁) の主成分で あるtricho san J
'
c a cid､ および3つ めは魚脳中に多く含まれる
eic os ape nta e noic a cid(EPA)で ある o
桂皮は在校湯 ､ 大青竜湯 ､ 温肺湯 ､ 在校人参蕩等さまざまな漢方処方に用い ら
れ てい る和漢生薬で ある o 循環系に関 して は ､ 末梢血管障害に有効との 報告も
ある o 最近 ､ 桂皮及びその主成分で あるcjn n a mic a[dehyde(CA)(Fig.4)に血小
2 5) 2 6)2 7)
板凝集抑制作用の ある こ とが明らか にされ た ｡ しか し ､ そ の作用機序
につ い て は全く不明で あ っ た o
括楼仁の主成分tricho sa nic a cid(TCA) は ､ 炭素数1 8で 二 重結合を3 ケ有す
-6-
る多価不飽和脂肪酸で あ
2 8 )
る o (Fig,5)
近年みられ る血栓性疾
患の増加の 一 因に ､ 動物
性脂肪摂取の増加が取り
2 9 )
ざたさ れ てい る ｡
そ の意味で もこの 植物
性不飽和脂肪酸が ､ 今ま
17 15
感産
伊
%
暑
既約 - 醍醐醍醐⑳
Fig . 4
Str uctu re of cin na mic al dehyde .
(CA)
12 10 9
W
Fig . 5 S tr u ctu r e of tricho sanic a cid .
(TCA)
C O OH
で に報告されて いるい くつ かの 多価不飽和脂肪敢と同様に ､ ヒ 卜血小板凝集抑制
件用 を有L'血栓症予防の 一 つ の薬物となりうる 可能性があるかどうか興味深い と
思わ れる ｡
さらに別の 種類の 多価不飽和胎肪醸と して ､ AAと同 じく炭素数2 0で 払あるが
､ 二 重結合がAAより 一 つ 多いeico s ape nta e n oic acid(EPA, C20;5, a - 3)をとり
あげた o EPA は､ 海産動物とりわ け ､ 魚胎申に多く存在する(Fig.+6) o TCA
3 0 ) 3 1 ) 3 2 ) 3 3)
と異なりEPAに関して は抗血小板作用の あるこ とが明らか にされ ､
3 4 ) 3 5 ) 3 6 )
またその作用横序につ い ても ､ いく つ かの仮説がすで に望示され て い
る ｡
3 7 ) 3 8 ) 3 9 ) 4 O)
本論文で は ､ 従来の報告に加え ､ EPAの12-+O系代謝産物
に注目し ､ EPA の12- LO系代謝産物の血小板機能におよぼす件用 ､ さらに は実際
- 7-
EPA投与した と 卜の血か板において産生されるEPA代謝産物を測定する こ と によ
っ て ､ EPA の12- LO系代謝産物がEPA の抗血小板作用発現に はた す可能性につ い
て検討を加え た ｡
こ れらの薬物の と 卜血小板ÅA代謝に及ぼ す作用の研究を進めるに あた っ て ､ ま
ず と 卜血小板を用 いて血小板凝集能およびその時産生され る血小板プ ロ ス タ ノイ
ドの代謝産物車高速液体クJjマ トグラフ イ - を用 いて測定する系を確立 し ､ つ い
で 各薬物の血小板凝集能およびAA代謝に及ぼ す作用を明らかに し ､ 各轟物の作用
機作につ い て 検討を加えてきた ｡ こ れらの研究が ､ これ からの抗血小板薬にと
っ て 大きな示唆を与え る もの となれ ば幸い で ある o また 一 方で ､ こ れ らの研究
は血小板活性化機構の解明へ の多くの示唆を与え てくれ る もの と期待される ｡
HD.･
HL
C O O H
F土g ･ 6 S 亡r u ctur e of e土co s apenta e noic a cid ｡
(E p A)
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窮頂 車 乗験粛法
この 車で は ､ 本研究を進める にあた っ て の基本的な実験方法につ い て のみ 記述
したこ その他の実験方法に つ い て 紘その 都度記述した o
尚 ､ 本研究に用い た 血小板は ､ すべ て二 週間以上何の薬の 服用の ない 健常人の
空腹時採血に よ っ て得られた血小板を用いた ｡
1 - 1 ヒ ト血小板凝集能測定法
4 1)
Bo rnらの方法 に準じて血小板凝集能の測定を行ない ､ 凝集惹起剤添加によ
る血小板刺激彼の血小板浮遊液の光の透過度の変化か ら血小板凝集率を求めた ｡
本研究で用い た血小板浮遊液は ､ 多血小坂血襲(plate[et richplasma; PEP)
および洗浄血小板液で 凝る Q 次節で 洗静血小板液調製弦につ いて記述するので
､ こ こで はPRP の調教洗およびPRPを用い た血小板凝集能測定法を中心に記す o
採血 は採血魔の1/10容の3. 8w/v% クエ ン酸ナトリウム溶液をあらか じめ封入し
た頁空採血管を用い て 行 っ た ｡ 採血後の血液は ､ 紗るやか に転倒混和後ただち
に室温で 1 0分間の遠心分離操作(150× g) を行いPRPを得た o つ いで ､ さら
に室温で 1 5分間の遠心分離 (1800× g)を行い 乏血小板血祭(plate(et po o r
plas m a; PPP)%*T= o
血小板数は ､ 血小板カ ウンタ ー (PC-603A, エJL/マ 光学株式会社, 東京) を用 い
5
て測定し ､ PRP の血小板数をPPPを用いて 3×1 O/〃l に調整 した o
血小板凝集能は ､ 血小板凝集計(4 chann el agg｢ ega onete r, NKK Hem atrac e r
1, 二光バ イ オサ イ エ ンス 社, 東京) を用い ､ aggregOmete r C u Vette申で血小板
浮遊液(PRP ある い は洗浄血小板浮遊液) を37,5℃ , 1000rpm で マ グネ ッ トスタ
ー ラ ー で 混和 しつ つ 測定 した o 血小板浮遊液の 光の透過率を 0% ､ PPPある い
-9-
紘洗浄血小板浮遊液に 剛 ､たbuffe rの光の 透過率を 100%と設定 した o 凝集惹
起剤を加える と ､ 血小板の凝集と共に光の透過度が増してく る o こ の光の 透過
度の変化を記録計に摘記させ , 刺激後の最大凝集率を屯 っ て血小板凝集率と した
(Fig. 1-1) o
BIo ods?mpling.withsodiu m citrate
i .
ce ntrifugation1 50×g1Om舌n
plate一etrichplas ma
(P R P)
(3×1 05/p虚)
0%
■
○ ● ■
. ･ / I
= l
l
0
0
0
○
砂
○
residuaWha se
centrifugatio n180×g,1LOmin
■ 息
plateletpo orpla s m a
.(PPP)
1 00%
拍ht tran smis sion
(L T)
a nt
LT首
Fig . i - 1 P latelet
platelet
7
‾ 叫
time
aggregant
ag gr eg
■
at土o n study
rich pla s m a(p 氏p) .
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1 - 2 ヒ 卜洗浄血小板浮遊破調製法
■
ヰ2)
ヒ 卜洗浄血小板浮遊液抜陀adomskiらの方法 を 一 部改良し ､ s odiu mpr o sta-
glandin I2(PGI2 - 舶) を用いたcytoprote ction詫によ っ て調製した ｡ 今回用い
た調製方法は 我々が新た に確立 した 屯ので ､ 従来法と比較して以下に詳述するよ
う に 多くの 利点がある ｡
2十
すなわ ち ､ 従来用い られてい た洗浄血小板調製法は ､ Ca のキ レ ー ト剤で 凝る
ヰS)
ethylen edia minetetraa cetic acid2 触(EDTA-L2 舶) を用い た方紘 が主流で お
2＋
っ たが ､ その欠点と して調教操作中 に血小板のCa レベル が著しく低下 しており
､ トロ ンビ ンの ような特定の 凝集惹起剤を用い た時のみ凝集反応がみられ ､ 他の
惹起剤た とえば コ ラ ー ゲン による凝集はほ とん どおこらない こ とが明らか にされ
て い る ｡ トロ ンビンに よる血小板凝集反応抜 ､ 血小板内のAA代謝に対して はか
なり非依存性の反応で あり ､ 強力なCO阻害剤で あるaspirin によりあまり抑制さ
れない ことが報告さ れて い る o
1 2 )
- 方 ､ コ ラ ー ゲンによる血小板凝集反応は
Kaibu chiら により明らかに され た よう に , 血小板のAA代謝特にTXA2産生に依存す
る ところ が大きい と考えられ る ｡
…
従っ て ､ ある薬物の血小板AA代謝と血小
板凝集能ヘ の 影響を同時に解析する こ とが可能となる た めに は ､ トロ ンビ ン以外
の凝集惹起剤( 例えばコ ラ ー ゲン) で 凝集を惹起するこ とがで き ､ なおかつ 血小
板機能をなる べ く失わず に保持で きるような洗静血小板浮遊液の 調製法の確立が
不可欠で あっ た ｡
1983年Rado m skiら は ､ EDTA の代わ りに血小板凝集抑制作用を有するPGI2
- Ma を
ヰ2)
用い る こ と による洗浄血小板浮遊液の調製方法を報告した ｡ PGI2は序論で
も記 した よう に ､ 血小板膜に存在するade nylate cycla s eを活性化し ､ 血小板内
2＋
のc -AMP垂を増加させ る o 増加したc 棚 P は ､ 血小板内で のCa 動員を抑制 し
2＋
､ ca をその貯蔵プ - ル に押し もどすた め ､ 血か板の活性化が起こらない o
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この点を利用 して 洗浄血か振浮遊蔽を調製するわ けで ある ｡ 著者はRado掛Ski
らの用い てい るPGI2-Ma (2LLg/ml) 量を用い て洗浄血小板浮遊液を調製 したが ､
確か に血小板浮遊液は調製で きた もの の 100LLg/m は い う高瀬度コ ラ
ー ゲンを加
え て も全く凝集反応がみられなか っ た ｡ そ こで ､ 採血時ならび に遠心分離操作
直前に加え るPGI2 -Na 量を漸次減少させ て洗浄血小板液調製の検討を行っ た o
2＋
また ､ 用い るTyr ode液に関 して はCa の添加の有無が洗浄血小板の 凝集には ほ
とんど影響を与えない こ とを明らか に した o さら に ､ 用い るTyr ode液に 関して
は10mMのN-2-hydro o xyethyJpiperazjne-N
'
- 2- etha n e sulforic a cid(HEPES) を加
える と血小板凝集の最大凝集率が高くなるこ とを見出だ した o 以上の よう な基
礎検討を経て ､ 以下 の洗浄血小板浮遊液の調製法を確立 した ｡
採血は採血量のl/10容の3.8w/v% クエ ン醸ナトリウム溶液に採血垂1mI につ き
o.1 jLg のPGI2
- Na(小野薬品株式会社､ 大阪 ､ 5 0mM Tris -‖C暮buffe rpH9･ 0 に溶
解) を加えた ものをあらか じめ封入 した真空採血管を用い て 行っ た ｡ 採血後紗
る やか に転倒混和し ､ た だ ちに室温で 1 0分間遠心分離操作を行っ てPRPを得た
o 得られ たPRPに0,1 LLg/mJのPGI2 - Naを加え緩や か に混和後､ 室温にて1 0
分間の遠心分離(900× g) を行う o 上清の血菜(pla s m a)はde c antation によ っ
て除き ､ PGI2 -Na 0. 1FLg/mIを添加したTyr ode -HEPES buffer ( 組成; NaCJ 138
mM, KC1 2. 69mH, HgCI2 ｡ 6H20 0.5mM, I NaH2PO4 ･ ‖20 0. 36mM, NaHCO3 11･ 9
mM, glu c o s e5.56mM, ‖EPES IOmH)で血小板をゆるやか に浮遊させ る o こ の
血小板浮遊液を室温にて 1 0分間の遠心分離(800× g) を行い ､ 血小板を洗浄す
る o 遠心分離後上清 は除き ､ PGI2 -Na を添加 しないTyrode-‖EPESbuffe rで 血
小板を再浮遊させ た ｡ 血小板カウンタ ー により血小板数を測定後 ､ 血小板数を
5 8
5 ×10/Llf ､ 実験に よ っ て は10/LLl に調整 し ､ 4 ℃に1時間以上放置後実験
に供した(Fig. 1-2) o 洗浄血小板調製直後は操作中に添加したPGI2 -Na により
血小板のc 一 州P 含量が増加 して い る ため血小板機能が低下 してい る が ､ 時間の 匪
-12-
過と と屯に血小板c -AMP含 馴孟低下 し ､ 調製後約1暗闇以後で安定な凝集反応が
認められ た ｡
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1 - 3 ヒ ト洗浄血小板刺 激暗 に 産 生 さ れ る
ア ラ キ ド ン 醸 代謝産物 の 高 速液体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て の 測定 法
前記 のような方法で ヒ 卜洗浄血小板浮遊液を調製後 ､ まず血小板凝集計を用い
てPRPと同様な方法で コ ラ ー ゲン に よる血小板凝集能を測定した o 阻喪剤で 処
理 して い ない洗浄血小板をコ ラ ー ゲ ンで刺激する と5分間以内に最大凝集が認め
られ た ｡ そ こで血小板凝集反応を5分間と し ､ 等量のメタ ノ ー ル を加え反応を
ヰ5 )
停止後 ､ Hi｢ai らの方法 に基 づ いて高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー (HPLC)を用
い ､ 血小板で 産生さ れたAA代謝産物の分離測定を行っ た(Fig. ト3) o メ タノ ー
ルで 反応停止後 ､ 十分混和し ､ 4 ℃に て1 0分間の遠心分離を行 っ た ｡ 遠心分
離後の上清に ､ 内部梗準物質として 一 定量の15- HETE､ PGElを加えた ｡ 碗､ こ
れ らはコ ラ ー ゲ ン刺激の洗浄血小板で は産生 され ない こ とをあらか じめ確認して
ある o
内部標準物質を含むサ ンプ)i,のHPLC分析はuJtra v J
'
oIet(UV)235nm の検出器(
UVIDEC-108V, 日本分光株式会社, 東京r) を装着した逆相 (rever s ephas e,RP卜
HPLCで15-=ETEを内部標準物質と してHHT, 12-‖ETEの 産生量を測定 した o その
際､ ポンプ と して Tri Roto rV chro m ato.gr aph(日本分光) ､ カラム と して は
o ctade cylsi =c a(ODS)カラ ム (Dev eJo si], 5fL m, 4. 2×150m m, 野村化学 ､ 愛知
) を用い ､ 移動胡はア セ トニ トリル / メタノ ー )i,/蒸溜水/酢酸(42:2 8:30:0.01
, by vofu m e)､ 涜速 1mf/minで カラ ム温度は3 0 ℃と した o この ときTXB2､ PG
Elを含む画分を分取 し ､ ODSミ ニ カラ ム (C18-Bond EIut, An aJytichem lnte 卜
n ational, Ha rbo r city, CA, USA)を用い て抽出後酢酸工 チJレで溶出させ た o
ヰ¢)
こ のTXB2､ PGElを含む酢酸エ チル 溶液をあらか じめYa m auchiらの方法
4 丁〉
で精
製 した9- a nthFyfdiazo m etha n e(ADAM, フ ナコ シ 薬品株式会社 ､ 東京) と室温 ､ 密
-14-
Blo od s a mpl ing wi t hcytopr ote ctio n te chnique
‡ u sing P G I2
- Na
V
Wa shed platelet s u spe n sio n
l
>
Platelet ag gregatio n study
>
1 0 0 0rpm , fo r 5min at 3 7. 5u C
l
Te r min atio n by
V
the ad d i t io n
l
V
Cen tri fugatio n at 1 8 0 0xg fo r
‡ Ad d itio n
'; 1 5一芸GE TE姦
[
V
Hp LC a n alysュs
of m etha n ol
lOm土n a七 4oC
of inte r n al sta nda rd
l OOng
l O Ong
i. Re v e r s epha s e(R P) - H P L C
a .Col le ct io n of the fr a ctio n s c o ntaining
T XB
2
a nd P G E
l
b . Dete r min atio n of H H Ta nd
9
1 2- H E T E
u sing u v spe ctr ophoto m eta r
2 ｡ De riv atiz atio n of T XB
with 9- a nthryl d iaz o m eih…:望ぷ誌)(inte
rn al sta nda rd)
3 ｡ G P C- H PL C
puri f ic atio n of A D A M- labeled TXB
2
a nd P G E
1
4 . Str aight pha s e(S P) - H P L C
Dete r min atio n of T X B
2
D A T Apr o c e s s o r.･ C hr om ato c o rde r l1(S 工C)
Fig . i - 3
pr o c edu r e of the dete r min ation of a r a ch i do n土c
a cid (A A) m etabol 土te s in stim ulated w a shed
hu m a nplatele七s ｡
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封 ､ 暗所に て4時間反応させた o gel perme ation chr o mdtogr aPhy(GPC)カラム
(pGpa ck-C, 7,5×500m m, 日本分光) で未反応のAD 州と分離絡′劉稜 ､ N2ガス で
蒸発乾固させ 頗相(straight pha s e, SPトHPLC分析に用い る移動梱で あるイ ソ オ
クタン /酢酸エ チル/ エ タノ ー ル /酢酸(80:15:5:2, by vo.um e) に再溶解した
o この溶液を蛍光光度計(spectr of(u o rom eter, FP-210, 日本分光) を装着
したSP-HPLC に注入 し ､ TXB2-ADAM､ PGE.- ADAMを分離し ､ PGElを内部標準物質
と してTXB2の産生量を測定 した . その際 ､ 上述した移動相で 流速 1mけmintし
､ si]ic aカ ラム (De v elo siI 3LLm, 4. 2×150m m, 野村化学) を用い カ ラム温度
は4 0 ℃と した o こ の蛍光分析に用いたexitation およびemission波長はそ れ
ぞれ 365nn､ 412nn で あ っ た(Fig. 1- 4) o 以上の ような分析手段を用い て ､ 薬
物の血小板凝集能におよぼす作用の み ならず ､ この とき産生され た血小板AA代謝
産物の産生 に対する 作用の検討が可能となっ た ｡
R CO O H＋
C H N2
○ ○ ○
Ro o m
Te mpe r atu r e
4.hr ｡
9-Antわry5dJ
'
a z om etha n e
(A D A M)
○
CH20 CO 叫 R
○ ○ ＋N2
Ex : 36 5nm , 臥 :41 2n m
F土g ･ ト 4 De riv atiz atio n of thro mbo x a n e with
9 - a nthryl d iazo metha n e(A D A M) .
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尚 ､ この時 馴 ＼た溶媒 臥すペて‖PLC純度の溶媒( 和光鈍重株式会社 ､ 大阪) 杏
開 い た o 標準物質として 剛 ､た洲T ､ 12≠ r臣 はGo etz(らの方法
4 8)
及びCamp
4 9 )
らの方法 に従い ､ ヒ 卜血か板ホ ･モジネ - 卜をAA(99% pu r e, 恥check, Prep
･ , EJysien, MN, USA)t イ ンキ ュ ぺ - シ ョ ンする こ とによ っ て生食成した o ま
た15- 肝rE は､ s oybe an川)oxygcna se(Sigma Chemical Co. . St. Louis. MO. USA
5 1 )
) を 剛 ヽてMo ngらの方法 に従っ て 集合成した ｡ これ らの物質はRP- ある い
はS 州 PLCを 馴 ＼てさら に精髄し ､ gas chrom atography- mas sspe ctrom etry(GC-
MS=こよっ て同定した (, これ ら標準物質の濃度は ､ それ ぞれの モル 吸光係数を
伺いSPe CtrOPhotometry に て決定した o 12-HETEと15-rfETE に関して は30000,
(at 235n 刑)
4 2)
｢肝†･ に関して は33000(al 235nm)
53)
を 馴 ､た o また標準物
質として用 い たTXB2及びPGElは小野凍品株式会社より提供してい ただ いた .
さらに ､ 問い た轟物の い ずれ動こ れら‖PLC分析に は何ら の妨害は示さ なか っ た
1 - - 4 ヒ ト洗浄血小板で の 外因 性
[
14
c] ア ラ キ ド ン 醸 の 代謝 産物 の 測定法
薬物の 血小板cyclooxyge na s e(CO)および12- 1ipoxygenas e(12- LO)に対する作用
を解析する 方法に は ､ 洗浄血ホ板を用いる方法と各々 の酵素自身を用いる方法の
二通 りがあるが ､ 通常紘 前者の方法が用 いられ る ｡ すなわ ち ､ ヒ 卜洗浄血小板
1 4
浮遊液に外因性の【 C]AAを加えると血小板内で た だ ちにCO,12-LOによ っ て代謝
1 4 1 4
をう け ､ それ ぞれCO系か ら は【 C]TXB2 と[ C]‖HTが産生され ､ 12
- LO系からは
[
1 4
c]12-H[Tfが産生され る o この 方法は これら二 つ のAA代謝経路に及ぼ す薬物
5 4 )55)
の 作用を検討するの に はす ぐれ た解析手段で すで に幾多の 報告がある o
-1 ト
6 43 )
ヒ ト洗浄血小板浮遊液 (10/LL=は ､ EDTAを 剛 ヽた採血後調製した o L
1 4 1 4
の洗静血小板浮遊液に[ト C] アラキドン酸([C]AA, 59･ 6mCi/I剛割OI, 馳w
Eng一a nd Nucle a r. Bo sto n, 帆 USA) 0.1LICi とAAILLg を加え5分間37･ 5℃ に
て イ ンキュ ベ - シ ョ シを行 っ た o 反応停止 には2Mクエ ン蔽を添加 し酸性と し た
のち ､ 酢酸エ チル を加え 各種代謝産物を抽出した ｡ 抽出液はN2ガス で蒸発乾燥
後少量の酢酸エ チルで 再溶辞し ､ si =c agel Gp?ate(60F254, Mer ck,Darm stalt
,
Ne st Ge r m a ny) に塗布し酢酸エ チル /イ ソ オクタン/酢酸/蒸溜水(110:50:20
:100, by v o一u m e)の上層を
展開溶媒とする薄層ク ロ マ
トグラ フ ィ ー (thin laye r
ch｢ o m atography; T LC)で 分
離した(Fig. l- 5) o 分離
後､ a uto radiography で 各
種代謝産物の位置を同定し
､ そ れぞれの ス ポッ トをか
き とり ､ 液体シ ンチ レ ー シ
ョ ンカ ウンタ ー (LKB,Ra ck
β ,Tu ｢ku, Fin[a nd) で測定
した ｡
Fig . i - 5
Au to r ad logr aph o王 七h 土n
n
i雪c:昌三c…d2
r
亨幣三琵冨望冨;_t
ol土tes of hum a npla亡elets ｡
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㍗-<5 [
1 4
(;: けラ 二 紺 ン 醸瞭識血小板敵督
柑むヽ■て
1 4
c
E ラ - ゲ ン刺 激時 に 遊離苗 机 る
ア ラ 打
'
ン 蔽おdこ び
そ の 代謝 産物 の 測定法
序論に述べたように ､ 血巾坂で のA鮮宅胡座物産生の砕適段僻は ､ 腰リ ン脂質か
b 6 ) b ア) 5 8 〉
らのAA の遊離と考えられる【, すなわち ､ 血か板の刺激に伴い帥ospho-
Iipa s eA2 及び(:が活性牝をうけ ､ 膜リン脂質に範込まれ て いるAAが切出され て
血小板に遊離LJ ､ つ い'で､COおよび12- LO により代謝されると考えられ ている o
5 9)
この血か板膜リ ン勝鰐か らの 舶の遊離に及ぼす各様轟別の鮮轡の検討は ､ 抗血
小板轟の作用磯作解明の上hごきわ めて重要と思わ れ る o 血小板膜リン脂質か ら
のAAの遊離の測定に 凱 通常放射 馴 陀 梗諭した血か扱が 剛 ､られる ｡
8 0)
す
1 4
なわ ち [ Cl
r
】AAを と 卜血か板膜リン脂質申に取込ませた標識血/Jt板を調製後コ ラ
1 4
- ゲンで刺激すると ､ 血小板凝集反応 と同時に膜リ ン脇質申に取込まれた [ C]
1ヰ 1 ヰ
AAが遊離 し ､ COおよび12- LO によ っ て代謝をうけ [ C]TXB2､ [ C]HHT､ およ
1 ヰ 1 4
び [ C]12-HETEが腐生 される o こ れらの [ C]AA代謝産物の分析により ､
1 4
[ C]AA の遊離の測定が可能となる o
1 4 5
ヒ ト[ C]AA標識血小板浮遊液( 5×10/LLf)の調製詫は ､ 既述のPGI2
一 触 を
1 4
用 い た洗浄血小板液調製法とほ ぼ同 じで 凝る o PRP調製後､ 1LLCi/mJ の【 C
]AAをPRPに加え 6 0分間37. 5℃ にて イ ンキ ュ べ - シ ョ ンを行う ことにより血小
1 4 1 4
板膜リ ン脂質に[ C]AAを取込ませ た o I:R 下既述の ご とくの操作を行い ､ [ C
〕AA標識血小板浮遊液を調製した ｡
1 4
血小板凝集計を伺い てaggr egOn ete r CuV ette申に調製した【 C]AA 標識血か板
5
浮遊液( 5×10/LLl)を入れ ､ 37. 5℃ , 1800rpm で 混和下 ､ 凝集惹起剤を加え て
- 19-
血小板凝集能を測定した o 5分間の血小板凝集反応後 ､ ク ロ ロホ ル ム/ メタノ
ー ル (1:1, by v olu m e)で 反応を停止させ ､ Fotch 液 (ク ロ ロ ホル ム/ メタノ
ー
ル (2:1, by v olume) )を 加えて抽出を行っ た o
6 H
サ ンプル を超高波処理後
1時間の抽出操件を行 い ､ 1 0分間4 ℃にて遠心分離(1800× g) を行 っ た o
上清に 1/5容の 0, 9%舶C]%加え ゆるやか に混和後4 ℃にて1 0分間の遠心分離
(1800× g) を行 っ た o 上層の 水 ､ メタノ ー ル を含む層 は ､ N2ガス に より液輸
した後 ､ 2Mク エ ン顧を加えpH 3. 5 とし酢顧エ チルで抽出 した ｡ この 酢酸エ チル
層k川2ガス で蒸溜乾固させ た後 ､ 少量のFoJch 液で再溶解させ た o 下層の有機
層はそのままN2ガス で蒸発乾固させ た後 ､ 少量のFoJch 液で 再溶解した o 上層
および下層の抽出液を合せ た後 ､ 既述のsi =ca pLate に塗布後､ T LC により展
開 しa utoF adiogr aphy に て同定 し ､ 各代謝産物の放射活性を液体シ ンチ レ
ー シ ョ
ン カウンタ ー にて測定した ｡
-20-
務2車 種皮の喜成労､ c岳m ma m岳c a邑舶約de
(CA)のt:終曲j＼板凝集能及び
ア ラキドン髄代謝におよぼす件周
(岳n v豆tro)
2 - l は じ め に
巌初にとり 捌ヂたの は ､ 古くより和漢生燕としてさま ざまな処方に用い られ て
きた桂皮(Cinna mo mi Co rtex) の主成分cin namic aldehyde(CA) で ある o 桂皮
8 2 ) 6 3 ) 6 4 ) 6 5 )
の 主成分で おるCAは ､ 解熱作用 ､ 抗炎症作用 ､ さらには血小板凝集
2 5) 2 6 ) 2 7)
抑制作用を有するこ とが既に報告されてい る o しかしながら ､ その
作用機序に関して はは とんど報告がなく不明のままで あっ た o そこで ､ 本章で
は桂皮の主成分で ありベンゼン環を有する構造をもつCAの ､ 血小板凝集抑制作用
に つ いて ､ ヒ ト血小板AA代謝からみた作用磯序に関する研究成績につ い て述べ る
2 - 2 多 血 小板血 祭 (platelet rich pla s m a;
P R P)を 用 い た 血 小板 凝集 能 に 対 す る
cin n a mic aLdehyde (CA)の 作用
【実験方法】
1 - 1 に既述した方法に従いCin n a mic aldehyde(CA, 和光純薬) の血小板凝集
能に およぼす作用を検討した ｡ CA はエ タ ノ ー ル に溶解したが ､ PRP中の 工 タノ
- 21-
- ル の終濃度は 0. 4%で あ っ た . エ タノ
ー ル の み をPRPに加えて凝集惹起後5
分間の凝集反応に全く変化の ない こ とを確認 した上で ､ CA の凝集抑制効果が最大
となるプ レイ ン キュ ぺ
-
-iヨ ン時間を求めた とこ ろ3分間 とな っ たので ､ 凝集惹
起まで のCAとpRP との7
'
レイ ンキ ュ べ - シ ョ ン時間を3分間 とした o
【結果】
Fig.2-1(a)に示 したよう に ､ ADP(2･ OFL=; Sigma) を凝集惹起剤と した暗
cin-
na mic aldehyde(CA)は濃度依存的に血小板凝集能を抑制 した o ヒ 卜PRPのADP
凝集 臥 通常 一 次凝集と二 次凝集とが存在する o
6 6)
AA代謝とりわけTXA2#生
ヘ の依存度が高い といわ れ る二次凝集に対して より強い抑制作用が見られた o
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Fig･ 2 - i Ef fe ct of
.
cin n a mic aldehyde (C A) o n
(a)A D D(2. 0リM) o r (b) c ol lage n
(0. 5vg/ml) - indu c ed platelet ag gr egatio n
of platelet rich pla s m a(p R p) .
The platelets w e r epr eincubated with cin n a mic
aldehyde (C A) ( the f in al ?on c en tr atio n in
リM by e a ch c u r v e) for 3 m l nbefo r e the
st土m ulatio n .
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ま た コ ラ ー ゲン ( 0･ 5LLg/m白) を凝集惹起剤と した場合において屯 ､ ADP 凝集
と同様にCA は淑度依存性の 凝簸抑制件用を示 した ｡ CA添加過度の増加とと屯に
､ 凝集惹起まで の
` `
Iag time
” が延長してい るのが特徴的で ある o さらに750
jLM のCA添加で 紘 コ ラ ー ゲン凝集はほ ぼ完全 に抑制され た o (Fig. 2-1(b))
一 方 ､ AA 400LLM あるい は 80.OLLM を凝集惹起剤とした時 ､ 前屯っ て薬物を添
加しない コ ントロ ー ル で は ､ い ずれの 淑鮭のAAによる凝集惹起で も最大凝集率に
は ほ とんど変化なく平均 して65%で 凝 っ た o こ の時 ､ cyclooxygena s e(CO) 阻喪
剤で 凝る イ ンドメタシン (indom ethacine; IMP, Sigma)10LLMで前処理すると ､
400LIM および800fLMのAA凝無比完全に抑制された D しかしながら ､ 川D の
かわ り に 100- 750LLMのCA で歯処理 した場合に は ､ 40LJMおよび 800LLMの
AA による凝集は全く抑制されなか っ た o
(a) (b)
”
悔も
亀
e M- e弼e 弼0
#
&
i
e M- e 弼e ⑳:..⑳M
Fig . 2 - 2 S tr u ctu r e of (a)cin n a rnic al dehyde
a nd (b)cin n a mic a cid.
cAは反応液中でCin na mic a cid (Fig.2-2)へ と代謝さ れる と考えられ るの で ､
cinnamic a cid( 和光純薬)につ い ても同様にPRP凝集に つ いて検討を加えた o
しか しながら ､ cinnamic a cid の血小板凝集抑制作用はCA に比較しはる か に弱
か っ た o ちなみ に ､ ADP(2. OfLM)で 凝集を惹起させた場合､ 1900JLMのcin
-
n a mic a cidを加えて もわず かに 7 %の 凝集抑制しか認められ なか っ た o
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2 - 3 cinnamic aldehyde (CA)の洗浄血小板凝集能
及びア ラキ ドン酸代謝物の 産生にお 屯玩ぼす作用
【実験方法】
5
1 - 2に既述した方法により ヒ 卜洗浄血小板浮遊液( 5×10/LLf)を調難 し ､
CAの洗浄血小板凝集およびAA代謝産物の産生に およぼす作用を検討した o 2 -
2 と同様､ CÅと血小板と
の プ レイ ンキ ュ ベ ー シ ョ 1 0 0
ン時間は3分間とした ｡
凝集反応後 ､ 等量 のメ
タ ノ ー ル を加え産生され
た代謝産物を抽出し ､ 1
- 3で 既述した方法で血
小板AA代謝産物を測定 し
T= o
【結果】
コ ラ ー ゲン (50LLg/mJ
) による 洗浄血小板凝集
は ､ CA前処理 によ っ て濃
度依存的に抑制され ､
300〃MのCA で ほ ぼ完全
な凝集の抑制が認められ
た (Fig.2 -3)o
0
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Fig.2-4 に は ､ この時産生され た血小板AA代謝産物の 分析の代表的 馴 PLC のク
ロ マ 卜グラムを示 した o Figu r eに はC舟無添加およびCA IOOLLM前処理の血小板
で のAÅ代謝産物の産生を示 した が ､ CA IOO〟M前処理 により ､ CA無添加時の コ ン
トロ ー ル に比べTXB2､ H”T､ 12- HETE の産生が いずれ も低下 して いる o
cA未処理血小板をコ ラ ー ゲン ( 50 LLg/m]) で 5分間刺激 した際 ､ 産生され た
TXB2､ =HT､ 12
-HETEの量 は ､ それぞれ 280･ 2±10･ 4､ 193･ 4±7･25､ 303･ 7 ±
8
17. 4ng/5×10platelets(m eans±S.D. , n-3) で あ つ た ｡ つ ぎに ､ 各種洩魔のCA
の血小板AA代謝産物の産生 に及ぼす作用をFig. 2-5 に示 した o Figu r eに示 した
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苫
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O
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(S . D ｡) ｡ S土gni 臼c an 亡 d i 王王e r e n c e r epr e s e nts
*
p<0 . 05,
* *
p<0 . O 1,
* * *
p<0 . 0 0 1.
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よう に ､ CA前処理塵の増加に伴いCO系代謝産物で あるTXB2とHHT､ 12- LO系代謝
産物で ある12- ‖ETEの すべ て の代謝産物が浪度依存的に抑制され て いる こ とが明
らか とな っ た o さらに 注目すべ きこ とに は ､ CA による血小板凝集能の抑制と ､
TXA2の安定な代謝産物で あるTXB2の産生低下との 間に は ､ 正 の相関関係が認めら
た(Fig. 2-6) o
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2 - 4 cin na mic aldehyd9(CA)の と 卜洗浄血小板
で の 外因性P4c] アラキ ドン醸代謝に
およぼす作用
前節で述べ たCAによるTXA2産生の低下の機序を明らか にする ため ､ まずTXA2産
生 に関与する 酵素で あるcyclo o xygena s e(CO) 系におよぼ すCA の作用を検討した o
【実験方法】
1 - 4の方法に従 っ て ､ ヒ ト洗浄血小板浮遊液をCA で3分間プ レイ ンキ ュ べ
-
1 ヰ
シ ョ ン後 [ C]AAおよびAAを加え5分間37･ 5℃ に てイ ン キ ュ べ
- シ ョ ン後 ､ 抽出
1 4
し [ C]AA代謝産物をTLCおよびauto r adiogr aphy で 分離同定し ､ 放射活性を測
定した ｡
【結果】
1 4
Table 2-1 1土示.LJた よう に ､ 血小板を 0- 30LLMのCA で前処理 して も[ C]
1 4 1 4
AA からの [ C]TXB2および[ C]12
- HETEへ の 代謝は何らの 阻害作用 を受けない
1 4 14
との成績が得られ た ｡ Table には示さなか っ た が､ 同 じく [ C]AA から [ C]
HHTへ の代謝もCA によ っ て 全く阻害を受けなか っ た ｡
- 28-
Tab le 2 - i
Ef fe ct of cinnamic al dehyde o n the m etabol is m of
e x oge n o u sly added [
1 4
c]a r a ch i do nic a ci d ([
14
c]A A)
土n w a shed hu m a nplatelets
co n c e ntr atio n of
c土nn a m土c aldebyde
[
1 4
c” x B2 [
1 4
c]12 - HE TE
(pM) (% of c o ntr ol) (% of c ontr ol)
1 0
5 0
1 0 0
2 00
30 0
1 0 0. 0＋8 ｡ 9 0
9 7. 0＋3｡ 8 2
9 5. 4＋3 . 6 0
1 0 6.8＋8 . 6 2
97 ｡ 3 ＋4 . 8 0
95 . 0＋6 . 6 0
1 0 0. 0＋0 ｡ 1 0
102 . 0＋1 . 80
10 1. 4＋9. 4 0
1 1 1. 6＋9 . 2 4
1 0 4. 9±5･ 9 1
1 0 9. 6＋8 ｡ 7 4
w a shed platelets (1 0
6
/ul) w e r einc ubated with[
14
c]A A
a nd u nlabeled A A fo r 5 min in the pr e s e n c e o rabs en c e
of cin namic al dehyde (C A) . Afte r in c uba t土on ′
A A m etabol ite s w e r e e xtr a cted a nd a n alyz ed ｡
v alu e s a re m ean s ! S ･ D ･ (standa rd deviatio n s) obtain ed
fro m thr e e expe r土m e nts ｡
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2 - 5 [
1 4
c] アラキドン酸標識血小板液を 剛 ､ て
コ ラ ー ゲ ン刺激時の [
1 4
c] アラ寺 ドン醸の
遊離とそ の 代謝に およぽ す
cin n a nic aldehyde(CA)の 作岡
既に述べ たよう に ､ CAはコ ラ ー ゲン刺激時のAA代謝産物の産生を抑制したが､
その作用点はCOおよび12- LO のス テ ッ プで は なく ､ それ より前の ス テ ップで ある
可能性が考えられた ｡ そこで ､ 血小板活性化時にみ られる 膜リ ン脂質か らのAA
遊離におよぼすCA の作用 につ いて 検討を加えた ｡
【実験方法】
1 4 5
1 - 5の方法に従い ､ [ C】AA で標識した 血小板浮遊液( 5×10/〃I)を調製
しaggrego m ete r c u v ette中でCAと3分間プ レイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン した の ち ､ コ ラ
ー ゲン (50LLg/ml) を加え凝集を惹起させ この 時の血小板凝集能を測定し ､ さら
1 4 1 4
に [ C]AA遊離ならびに [ C】AA代謝産物の産生を測定 した ｡
【結果】
1 4
血小板リ ン胎質画分に取込ま れた
,
[ C]AAの 放射活性は ､ 34905. 4 ±2123. 8dp
8
m/10 pJatelets で あ っ た o CA無添加の場合､ コ ラ ー ゲ ン (50LLg/mり 刺激に
1 4 1 4
よる 血小板凝集率(%) ､ [ C]AA遊離(%) ､ および [ C]TXB2産生 (%) 紘
それ ぞれ67. 3±2.31(%) ､ ll.2 ±0.73(Ⅹ) ､ および2.56±0. 419(%)で あ っ た o
TabJe2-2 に示 したように ､ 前処理 に用い るCAの 量の 増加と ともに ､ 濃度依存的
1 4 1 4
血小板凝集の抑制がみ られ ただけで なく ､ [ C]AA遊離の低下 ､ [ C]TXB2産
1 4
生の低下が認 められた o こ の時 ､ CAによる血小板凝集の 低下と [ C]AA遊離の
1 4
低下との 間(ド-0･ 994) ､ また血小板凝集の 低下 と[ C]TXB2産生の 低下と の間(ド
- 30-
Tab le 2 - 2
Ef fe c亡 of c土n n a m土c al dehyde o n r el a s e a nd m etabol ism
of [1 4c]a ra ch i do nic acid fro m hu m a nplatelets
pr elabeled with 【1 4c】a r a ch土do nic a ci d (【1 4c]A A)
c土n n a m土c platelet
al dehyde ag gr ega七土o n
(.1朋) (%)
亀r ele a s e 亀fo r m atio
[
1 4
c
OfA A [1 4c冒吉ⅩB
.2
n
0 67 . 3＋2 . 31
2 0 6 4. 5＋0 . 7 1
10 0 3 9. 3＋4 ｡ 5 1*
20 0 16 . 0＋1 . 4 1☆ ★
3 0 0 3 . 00＋0☆ ☆ ☆
l l. 2＋0. 7 3
1 0. 9＋0｡ 2 1
6 . 1 0＋0 . 5 8☆ ☆
2 ｡ 20＋0. 3 6☆ ★ ★
1. 0 3＋0. 07* * *
2｡ 5 6＋0 . 4 19
2. 3 3＋0 . 50 2
i. 1 1＋0 . 1 7 8* * *
0. 3 3＋0 . 1 2 7* * *
0-. 16 4＋0 . 0 8☆ ★ ☆
hu m a nplatelets pr elabeled with 【
14
c]A A (5Ⅹ
言敬呈w e r e stim ulated by c ol lage n(50リg/m1),a nd its m etabol ite s w e`r e ex tr a cted and
s epa r ated bv T LC . And the n the r ad io a ctivity of
e a ch w a sdete r min ed . The r ele a s e of [14c]A A fr o m
pr elabeled pla七ele七s st土m ula
e xpr essed as
■ -- 亀 r ele ase of盲!gc字y
c ol lage n w as
A A7Y, wh ich equ als
七be r atio of 七he r ad io a ctlv土七y in A A plu s 土七s
m etabol ite s to the 七o七al r ad io a ct 土Ⅴ土ヒy in s亡土m ulated
rl!さ冒
lets . The c ol lage n- indu c ed fo r m ation of
T X B2 fr o mpr elabeled platelets w a s expr e s s ed
as
n
% fo r m atio n of [1 4c]TXB2
'7
, wh ich equ als the
r a七土o of the r adio a ctivity in r1 4c 叩 ⅩB2 tO the
total r ad lo a ct土Ⅴま七y ln stim ulated pla七elets ｡
Valu es ar e m e ans 士 S ｡ D . (standa rd de viation s) obtain ed
fr o m thr e e experim ents . Signi f ic ant d i f fer e n c e
fr o m c o ntrol r epr e s e nts
*
p<0 . 0 5,
* *
p<0 . O1,
* * *
p<
0 ｡ 0 0 1.
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-o. 963) に はそれ ぞれ有意の 正の相関関係が認 められ た ｡ さら に ､ CA による [
川
c]AA遊離の低下 と [
1 4
c]TXB2産生の低下 との 間に も泰意の 正の相関関係が認め
られた(Fig. 2-7) 0
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2 - 6 ci
.
n n a nic atdehyde (CA)の 血小板c - AMP
c - G M P壷 に 及 ぼ す作 問
血小板内のc- AMP凝るい はc -GMP塵を増加させ る薬物は ､ 膜リン脂質からのAA
遊離を抑制し ､ 結果 と して血小板TXA2産生の低下をもたらし ､ 血小板凝集抑制作
1 4 ) 1 9) 6 7)
周を示すこ とが報告され て い る o そ こで ､ CAも血/j＼坂内cyclic n u-
cle otide s療を増加させ膜リン脂質からのAA遊離を抑制して いる可能性があるの
でCA の血小板cyclic nucle otide s含垂に及ぼす作用 につ い て検討を加えた .
【窯験方法】
¢
洗浄血小板浮遊液(10/LLl)をCAと5分間3 0 ℃でイ ンキ ュ ベ - シ ョ ンした後
､ 等療の 0. 1N=Clを加え凍結敵解を3 回線返し血小板内のc -AMP及びc- GMPを抽
出 した o 4 ℃に て 2 0分間の遠心分離(1800× g) 後､ 上清申の C-AMP､ 及び
c-GMPをサクシ ニ ル化 し ､ c -AMP､ c -GMP測定用 KJ
'
t(ヤ マ サ醤油株式会社 ､ 妹
チ) を用い ､ Ku nitadaらの方法
6 8 〉
に従いC 棚 ? ､ 及びc -GMPを測定した o
【結果】
Table 2- 3 に示 した様に ､ CAを 0 - 3OOLLM まで 添加 して も血小板c-AMP及び
c
-GHP垂に対して何らの作用も及ぼさない こ とが判明した o また ､ 洗静血小板
にPGI2(1ng) を加える とc -AMP鼻が増加するが ､ その際CAを添加し てもPG′Ⅰ2によ
るc I AMP垂の増加反応は何らの影響も受けなか っ た o
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Tab le 2 - 3
Ef fe ct of cin n a mic al dehyde on ba s a1 le v els of
cyclic A MP and cycl ic G M Pin w a shed hu m a nplatelets
●
C ln na ml C
aldehyde
(リM)
cycl ic A M P cycl ic G ”P
(pm ole/10
9
platelets) (pm ole/1 0
9
platelets)
1 0
5 0
1 0
200
30 0
5 . 0 0＋ o . 1 4
4 . 5 5＋0 . 2 1
5 . 0 1＋0 . 2 6
4 . 6 0＋0 . 3 1
5 ｡ 20＋0 . 22
5 . 6 0＋0 . 5 6
0. 5 0＋0. 1 0
0. 5 1＋0. 1 0
0. 5 8＋0. 10
0｡ 5 8＋0. 10
0. 5 5＋0. 10
0. 5 6＋0. 1 0
wa shed platelets (1 0
6
/岬) we re in c ubated with v a rio u s
c on c en tr atio n s of cin n a mic aldehyde (CA) fo r 5 min ,
a nd then a s s ayed ･ V alu e s a re m e a ns ‡ s . D . (standa rd
devia tio ns) obtain ed fr o m thr e e e xpe rim e nts .
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2 - 7 考 察
今回の研究におい て ､ CA は PRP の ADP､ 及び コ ラ - ゲン凝集を濃度依存的に抑
制する こ と が明らかと な っ た ｡ こ の成続 馴 uboら ､
2 5 ) 2 6)
桜川ら
2 7)
の成績と
一 致する o CA は反応液*で cinnamic acid に代謝さ れる と考えられて いる o
しか しながら ､ 今回明らか となっ たよう に cin n am云c acidは PRP凝集に対しCAと
比較 して抑制効果が著しく弱い ことから ､ CA添加による凝集抑制の本体はCA自身
で あり ､ CAは Cin nanlic a cidtなる ことにより ､ その作用か著しく減弱する と考
えられ た o =aradaらの モル モ ッ ト摘出心筋を用い ての 研究でも同様の ことが報
告され て い る o
6 9 )
すなわち披劉よ､ CA には筋変力作用及び変時作用に対して
増強作用があるが ､ cinnamic a cid に はそのような作用が認められない ことを示
して い る o
CAは ADP(2. 0〃M) による PRP凝集の なかで ､ AA代謝ヘ の 依存性が高いといわ
れ る二次凝集
6 6 )
をより強く抑制 した ことか ら ､ CAが血小板AA代謝に何らかの作
用をおよぽ してい るので は ないか と考えられた ｡ そこで ､ 本研究で はCA の血小
板凝集抑制作用の 横序を明らかにするために ､ 洗浄血小板を用い て コ ラ
ー ゲン刺
激 (50LLg/mI) 時の 血小板凝集能及びAA代謝に及ぼす作用の検討を行っ た o そ
の 結果 ､ CA はコ ラ ー ゲ ン刺激による血小板凝集を濃度依存的に抑制するの みなら
ず ､ 血小板AA代謝代謝産物で あるTXB2､ H‖Tおよび 12-HETEの産生をいずれ も濃
度依存的に抑制するこ とが明らかに な っ た ｡ 特に ､ CA による血小板凝集能の抑
制とTXB2産生の低下 との 閤に は正の相関関係が認 められ た ｡ TXB2前駆体で ある
2 )
TXA
2は強力な血小板凝集作用を有して い るこ とか ら ､ CA による血小板凝集能の
抑制にはTXA2の 産生低下 が重要な役割を果た して い る可能性が示唆された ｡
それ で は ､ CA によるTXA2産生の低下 はAA代謝の どの ステ ップで おこ つ て いる の
1 4
で あろうか ｡ 4節で 検討 した洗浄血小板に おける 外因性[ C】AA の代謝に対 し
- 35-
て ､ CAは何らの阻害作用 も示さなか っ た ｡ ま た 2節で 触れたよう に ､ PRPを用
い てのAA凝集に対して ､ CAは全く阻害作用を及ぼさなか っ た ｡ こ れらの 成横は
cAがAAの血小板における二 つ の代謝経路で あるCO系､ 12- LO系の いず れに対して
も何らの作用を持たない こ とを示 しており ､ CA によるTXA2産生の抑制の作用点は
､
co系および 12-LO系より上位で の ステ ッ プで ある可能性が大きい と考えられた
1 4
0 [ c]AA標識血小板を用いて の軍験で は ､ 添加するCA鼻の増加に伴い コ ラ ー
1 ヰ
ゲ ン刺激による 血小板凝集能は抑制された が ､ [ C〕AA遊離も低下 し両者の 閣に
1 4 14
は正 の相関関係が認められた o またCA による [ C]AA遊離の低下と [ C]･TXB2
産生 の低下 との間 にも正 の相関関係が認 められ た ｡ 以上の 成凍からCA によるTX
A2産生の低下は ､ CO以下の代謝経路の抑制で はなく ､ 膜リ ン胎質からのAAの 遊離
の抑制による 可能性が最も大きい と考えられ た D
CAは膜リ ン胎質からのAA遊離を ､ どの よう な機序で抑えた ので あろ うか ｡ 血
小板cyclic n u cle otides童を増加させる 薬物 (PGEl, PGI2. Mo‡sidomine) は血
2十
小坂内のCa 動員を低下させ て膜か らのAA遊離を抑制し ､ 結果的にTXA2産生を低
14 ) 19) 6 7)
下させ て血小板凝集抑制作用を示 すといわ れ る o しかしながら ､ CA
にはcyclic nucJe otJ
'
des皐 (c -AHPおよびc -GHP量)を増加させ る作用は認めら
れ なか っ た D 従 っ て ､ CAがcycJic nu cJeotides を介して 膜か らのAA遊離を抑
え る可能性は少ない と思わ れる ｡
血小板が活性化をうけ膜リ ン脂質からAAが遊離する まで に はさまざまな反応を
程なければ ならない ｡ コ ラ ー ゲン 凝集の 場合 ､ 血小板活性化物質で ある コ ラ ー
ゲ ンが血小板膜のre c epto rに結合する とpho spholipa s eC の活性化に伴い ､ イ ノ
2＋
シ ト ー ル リン脂質代謝回転 ､ Ca 動員が生 じ ､ つ いでPho spho=pa s eA2の 活性化
7 0 ) 7 1 ) 丁2 〉
を経てAA の遊離がおこ る と考え られ てい る ｡ おそらくCAは ､ この よう
な 一 連の血小板活性化のご く初期の良階の どこかを阻害して いる と思わ れ る o
しか しながら ､ この点 につ いて は今後の 研究の発展を待ちた い ｡
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第3章 栢楼仁の主成分､ t｢岳cho sa nic a ci
'
d
叩CA)のt:卜血伽板凝集能
及び アラキドン代謝におよぼす件周
(豆m v毒℃｢o)
3 - 1 は じ め に
序論で も述べ たよう に ､ 日本人の血栓性疾患の 増加の 一 因と して食生活の質的
垂的変化があることは 否定しえない ｡ 特に食生活の欧米化に伴い ､ 動物性胎肪
2 9 )
の摂取の 増加が著しい とい われる ｡ 動物性脂肪の摂取の過多は血清コ レス
テ ロ - ル の 増加を屯たらすだけで なく ､ 血小板凝集能を促進させることも知られ
て おり ､ 動物性胎肪の 摂取の 増加と血栓性疾患の増加に は相互 に密接な関係があ
る と考えられる o
T 8 ) 7 4 ) 丁5 )
そこで ､ 食事で 摂取する脂質の 種類が問題 とな っ て
くる o
こ の寧で とりあげたの は ､ 第1章と同じく和漢生薬の 一 つ で ある キカラ ス ウリ
(Trichos a nthe sjapo nica) の種子の括楼仁で ある o 括楼仁は古来より虚血性
心疾患 ､ 動脈硬化性疾患等の 処方申の主構成生薬と して用い られてきた ｡ こ の
生薬の主成分で あるの がtricho sa n )
'
c a cid(TCA, C18:3, a )- 5)で あり多価不飽
和脂肪酸の 一 つ で ある o TCA は天然には トリグリ セリ ドに取込まれ た形で存在
し ､ 投与後体内で水餅され TCAが遊離されると考え られ て い る o (Fig･3
-1)
2 8 )
TCA は枯楼仁の主成分と して すで に同定されて は いるが ､ その作用につ い て
は ほ とんど不明で ､ 特に 血小板機能に およぼ す作用 につ いて の報告は今まで全く
ない ｡
と ころで ､ い くつ か の 多価不飽和脂肪酸は血小板凝集抑制作用を有するこ とが
- 3 ト
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Fig . 3 - 2 S tru ctu r e of tricho s anic a ci d (T C A)
a nd l in ole nic a cid (L N A) .
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7 6 ) 7 T) 7 8 )
知られ て おり ､ TCAもそ の可能性を秘めてい る ｡ な力､で も TCAと同じ
く C18:3 の勝肪観で あるリ ノ レン轡 (linolenic a cid; L 醐, a - 3)はすで に複
数の 研究者により ､ 血小板凝集抑制作用がありその作用機序と して血小板cyctoT
o xyge na s e(CO) を阻害 し ､ TXA2産生を抑制する こ とが報告されてい る o
7¢)78)
(Fig. 3-2)
そ こで 本研究に おい て は ､ TCA のヒ 卜血小板凝集縫およびAA代謝におよぼす作
用を解明する にあたり ､ 構造の瓶似した L 舶を比較対象と して用いた o
3 - 2 多 血小板血 祭( platelet rich pla s n a･,
PRP )
■
を用 い た 血小板凝集能 に 対す る
tricho s anic a cid(TCA)の 作悶
- リ ノ レ ン 醸 (LN氏)と の 比較 -
【実験方法】
TCA(津村臓天堂株式会社 ､ 東京) 及び LNA(Nu checkPrep.) は ､ 工 タノ ー Jレ
に溶解して実験に用い た ( 終濃度; 0.4%) o エタ ノ ー ル のみを PRP に加えて
も ､ 凝集惹起後5分間の 凝集反応に は全く変化がない こ とをあらか じめ確認 した
上で 実験を行っ た o TCA及び LNAが示す凝集抑制効果 は ､ 薬剤とのプ レインキ
ュ べ - シ ョ ン時間が3分の とき最大で ある との 結果が得られた ので 以後 ､ プ レイ
ンキ ュ ベ ー シ ョ ンを3分間行い ､ そ の後凝集惹た荊せ添加し ､ 1 - -･1の方法で血
小板凝集能を測定した ｡
【結果】
ADP(1. OLLM) ､ コ ラ ー ゲン(0. 5LLg/mI)･を凝集惹起剤と した 時 ､ TCA はい ず
れ も濃度依存的に抑制した ｡ TCA による代表的な凝集抑制パ タ ー ンをFig･3
-3
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(a),(b) に示 した o Aロp(1. OLLM) を凝集惹起剤と した 時､ TCA 紘
一 次凝集 ､
二 次凝集のうち ､ 一 次凝集に比べ 二次凝集をより強く抑制 して いた o また ､ コ
ラ ー ゲン(0. 5LLg/mI) を凝集惹起割と した 時､ TCA による凝集抑制は刺激後凝集
が起こるまで の時間 ､ すなわ ち
"
Jag tim e
”
の 延長を伴 っ て い る こ とが特徴的で
あ っ た o LNAも ADP(1. OfLM) ､ コ ラ ー ゲ ン(0.5LLg/ml) 凝集に対 して浪度依
存性の抑制が認められ た o Fig. 3- 3(c),(d)に示 すよう に ､ LNAに よる血小板凝
集抑制パタ ー ンは TCA によるパ タ ー ンとほ ぼ同様で あ っ た ｡
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Fig . 3 - 3 Ef fect of tricho s a nic a cid (TC A) a nd
l in olenic a ci d (L N A) o n platelet
ag gr ega tio n of platelet rich pla s m a
(P RP) .
The platelets w er e pr ein cubated with eithe r
T C A(up pe r pa n el) or L N A(lo w e r pan el) (the
f in al c o nc e ntr ation in tlM by e a ch c utv e) fo r
3 min a nd stim ulated by A D P(1 ｡ 01JM) (a , c) o r
col lage n(0 ｡ 5tlg/m1)
I
(b ,d)｡
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3 - 3 tricho sanic acid(TCA)の洗浄血小板凝集能
及び アラキ ドン酸代謝産物の 産生に
およ ぼす作帽
- リ ノ レン醸 (LNA)との 比較 -
【実験方弦】
5
1 - 2に既述した 方法に 従い ､ ヒ ト洗浄血小板浮遊液(5×10/FLl)を調製し ､
TCAおよび LNAの 血小板凝集能におよぼす作用 の検討を行い ､ さらに1 - 3の方
法に従 っ て ､ その時産生された血小板AA代謝産物の測定を行らた o 肖 ､ 血小板
凝集能の測定に あたり ､ 血小板と TCAあるい は LNAとのプ レイ ンキ ュ ぺ - シ ョ ン
時間 は前節と同様に 3分間とした ｡
【結果】
TCAはコ ラ ー ゲン(50LLg/mI) による洗浄血小板凝集に対し ､ 濃度依存性の抑
制作用を示 した ｡ (Fig. 3-4(a)) 最近､ ある種の不飽和脂肪離が血小板とのイ
7 9 )
ン キ ュ べ - シ ョ ンに より血小板凝集を惹起するこ とが明らか にされた o し
か し ､ 今回著者の実験系におい て洗浄血小板と TCA のみをaggregomete rc uvette
申で 最長1 0分間まで イ ンキュ ぺ - シ ョ ンしたが ､ TCAを60〟M まで 濃度を増加
させて も ､ 全く血小板凝集は認められなかっ た ｡
LNA につ いて も ､ コ ラ ー ゲ ン (50LLg/mJ) 凝集に対して濃度依存性の凝集抑制
作用が認められ た o (Fig, 3-4(b)) ま た洗浄血小板と LNAの み とのイ ンキ ュ ぺ -
シ ョ ンで は ､ TCA と同様 ､ LNAを60〃M まで濃度を増加させ て も少なく とも1 0
分間の イ ンキ ュ ペ - シ ョ ンまで全く凝集反応は おこ らなか っ た o
洗浄血小板に おける コ ラ ー ゲン凝集に対する50% 阻害に必要な濃痩(IC5 0) 紘
TCA で 33. 25 ±6. OLLM , LNAで28. 3 ±2. 83LLM(me a n s±S, D. , n -3)で あり ､
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- 4 Ef fe ct of (a)tricho s anic a ci d (T C A)
and (b)1 in ole nic a cid (L N A) o n
c o1 1agen(50リg/m1) - induc ed w a shed
platele七 ag gregatio n .
The platelets w er e preinc ubated with T C Ao r
L N A(the f in al c o n centratio n in tim by e a ch
c u r ve) 王o r 3 mュn and stim ulated by c ol lage n
(50リg/m1).
両者の 間には有意の 差は認められなか っ た ｡
洗浄血小板浮遊液を コ ラ ー ゲン (50〃g/mり で 刺激し ､ 凝集反応後HPLCを用い
てそ の時産生されたAA代謝産物を測定した ｡ そ の代表的なHPLC のク ロ マ 卜グラ
ムを Fig. 3-5及び Fig. 3-6に示 した o 二 つ のFJ
-
gu r eか ら明らか なよう に ､ TCA
5LLM前処理 によ っ てTXB2､ ‖HTの産生量 が低下L} ､ 反対に 12-‖ETE の産生量が
増加した . TCA前処理 しない血小板を ､ コ ラ ー ゲ ン (50LLg/mJ) で刺激 した と
き産生されたTXB2､ HHT､ 12-‖ETE量 は ､ そ れぞ れ 413. 0 ±22. 3､ 382.3±19. 9
8
､ 428. ±49. 4ng/5×10platelets (m e a n s±s. D. , n -3)で あ っ た o 次に添加
する TCA の濃度の増加に伴うAA代謝産物の産生 量の変動をFig.3-7(a)に示 した o
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- 石E T E
pr odu c ed by c ol lage n(5 0vg/mユ)
-
stim ulated w a shed platelets .
wa shed platelet sl(5Ⅹ1 0
5
/ul) ye r e stim u
-
1ated by c ollage n(5 0ug/ml) 1 nr the
abs e n c e(left) o r pr e s e n c e(right) of
tricho s a nic acid(TCA ,Sum) . Sa mple s
w e r e a n alyzed by,R P
- H PLC･
Fig.3-7(a)か ら明らか なよう に ､ CO系代謝産物で あるTXB2,‖HTの産生 は ､ TCA
に より濃度依存的に抑制され ､ 60〃 Mの TCA で は､ これらの代謝産物の産生がほ
ぼ 完全に抑えられた ｡ さらに ､ TC如こよる血小板凝集の低下とTXA2の代謝産物
で あるTXB適 生量の低下 との 間に は正の相関関係が認められ た o (Fig1 3
-8)
一 方､ 12- LO系代謝産物で ある 12-H亡TE の産生垂は ､ TCAの比較的低濃度( 約
30〟M まで) で は増加する こ とが認 められ た ｡ さらに TCAの濃度が増加する と
､ 12-HETE産生皐 は次第に減少し ､ TCA 60LLMで はほ とんど TCA無添加の レベル
まで 戻 っ た ｡
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T X B2 Pr odu c ed by c ol lage n(5 0v g/m1)
- stim ulated w a shed platelets .
sample s in the abs e n?e (left) o r pr e s e n c e
(rig-ht) of tricho s an l C a ci d (T C A,51JM)
w e r e an alyz ed by Sp - H P L C.
LNAの ､ コ ラ ー ゲ ン刺激時の血小板AA代謝産物の産生 におよぼす作用 につ い て
検討した と ころ ､ TCA とほ ぼ同様の成績が得られ た o すなわちFig. 3 7(b)に示
すご とく ､ LNAもCO系代謝産物(TXB2及びH‖T)の産生を濃度依存的に抑制 した o
ま た ､ LNAの 比較的低濃度 (約30LLM まで) で 12-HETEの産生 は 一 過性に増加
した ｡ TCA のTXB2､ ‖HT産生 に対するⅠ･C5 ｡の 値はそれ ぞれ6.50±0. 94〃M 及び
5･ 73 ±O164LLM(m e a ns±S･ D･ , n -3)で あり ､ LNA の対応する それぞれ のIC5 .の値
は7･ 46±0･ 55〃 M及び4･ 86 ±0.20〃M(me a n s±S. D‥ ∩ -3)で あ っ た ｡ この よう
に ､ TXB2産生及び HHT産生に およぽ す抑制力価 は ､ TCA と LNAのIC5 Oの 値に有意
差は 認められ なか っ た o
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3 - 4 trjcho s a nic a cid(TCA)の ヒ 卜洗浄血小板で の
外因性[
1 4
c] アラキ ドン酸代謝におよぼす作用
- リ ノ■レ ン 酸 (LNA)との 比較 -
TCA は血小板CO系に 対して強い 阻害作用を有する 可能性が示唆された が ､ こ の
1 ヰ
点につ い てさらに詳報に検討する ため ､ 洗浄血小板に外因性に 削n した[ C】AA
の代謝におよぼ す TCA の作用 につ い て検討を加えた ｡
【実験方法】
1 ヰ
外因性の [ C]AAを加え る 削こ ､ TCAある い は LNAと血小板との イ ンキ ュ ぺ -
シ ョ ンを3分間行っ た ｡ さらに1 - 4で 既述した方法に従っ て実験を行い ､ [
1 4
C]AA代謝産物を測定 した ｡
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【結果】
Fig, 3-9(a)に結果を示 した o TCA の添加過度の増加 に伴い ､ TCAIOOLLM まで
1 4 1 4
co系代謝産物で ぬる [ C]TX82及び [ C]‖=Tの産生は ､ 淑鹿依存的に低下 した
1 4 1 ヰ
o しか し [ C]A紬lら [ C]12- =E†E の産生は ､ 逆にTCAIOOLEM まで濃度依存
的に増加した ｡
一 方 ､ TCA の代わり に LNAを用い た場合もほ ぼ 同様な成境が得られた a (Fig.
3-9(b))
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3 - 5 考 察
ある種の多価不飽和脂肪顧が血小板凝集抑制作用を有する ことは以前より明ら
7 6 ) T T ) 7 8)
か にさ れて いる が ､ なかで も TCA と同 じく .C18:3で ある LNAにつ い て
は ､ 血小板凝集抑制作用を示すことが古くか ら知られ ておりその作用槻序につ い
丁6) 丁8〉
ても詳細に検討され て い る o そ =
'
で ､ 血小板機能におよぽす作用につ い
ての報告が今まで 全くない TCAの研究を進める に あた っ て ､ 構造の 頬似 した LNA
を比較対象とする こ とに より ､ TCAの血小板凝集及びAA代謝におよぼす作用がよ
り 一 層明確に なるので は ない か と考え 一 連の 研究を行 っ た o
まず ､ ADP(1. OLLM)及び コ ラ ー ゲン(0. 5LLg/ml) に よる PRP凝集に対し て ､
TCA､ LNA はい ず れも濃度依存性の抑制を示 し ､ しか も両者の血小板凝集抑制パ
タ ー ン はほぼ 同様で あ っ た ことから ､ TCAは LNAと同じく血小板凝集抑制作用を
有する こ とが明らか とな っ た ｡ ま た この時 L M のみ ならず TCAは ､ AA代謝ヘ の
6 6 )
依存牲が高い といわ れ る ADP惹起の二 次凝集 を ､ 一 次凝集に比べ より強く抑
制 した o この こと は ､ TCÅが血小板AA代謝に何らかの 作用 をおよぼ して い る可
能性を示唆して い る ｡
そこで ､ 3節以下 におい て†CAの血小板凝集抑制作用の機序を明らか に する目
的で ､ 洗浄血小板を用い て 血小板凝集能及びAA代謝におよぼす作用をLNAの作用
と比較し検討した ｡ 洗浄血小板を用いた 場合におい ても ､ PRP凝集と同 じく ､
TCA は LNA と同様に コ ラ ー ゲン凝集を濃度依存的に抑制した o しか も注目すべ
き こ とに は ､ 血小板AA代謝産物のうちCO系のTXB2, HHTの産生に対し て ､ い ずれ
も濃度依存性の抑制作用を示 した ｡ この と き血小板凝集能及びCO系代謝産物の
産生に対する TCAのIC5 0の値は ､ LNA のそれぞ れ に対するIC5 0の値と きわ めて近
似して おり ､ これ ら二 つ の多価不飽和脂肪酸が ほぼ 同等の力価をも っ て血小板凝
集だ けで なく ､ AA代謝に対 し抑制作用を示す可能性が考え られた ｡ ま た 一 方､
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TCA による血小板凝集の抑制とTXB2産生の低下との 閣に は正 の相関関係が認めら
れ た o TXB2の前駆体で あるTXA2は強力な血小板凝集作用を有することはすで に
ょく知られ て おり
2 )
､ 血小板凝集に磨く関わ っ て いる o
8O )
従っ て ､ TCA及び
LNA による血小板凝集の 抑制作用の機序の 一 つ として ､ TXA2産生の低下が非常に
重要な因子と して 働い て いる可能性が示唆さ れた o TCA及び LNA は､ コ ラ ー ゲ
ン刺激時に みられる血小板膜リ ン勝質のAAすなわ ち内因性のAAから産生されるTX
l ヰ
B
2､
‖HT の療を瀕度依存的に抑制しただけでなく ､ 外殿性の [ C]AAを血小板に
1 ヰ 1 ヰ
加えた時の [ C]TXB2及び [ C]HHT ヘの代謝を淑度依存的に抑制した o 従っ
て ､ こ れら二 つ の多価不飽和脂肪酸は血小板CO系を抑えて結果的にAA代謝を抑え
て い るので はない か と考えられた ｡ と ころで LNAにつ い て は既に Pac e-As ciak
8 1 ) 8 2 ) 8 3)
ら ､ Zibohら ､ Srivastavaら により ､ LNAが血小板COを阻害する こ
と によ っ てTXA2藤生を低下させ ､ 血小板凝集抑制作用を示すこ とが明らか にされ
て い る ｡ 今回 ､ TCAの 血小板凝集能及び血小板AA代謝におよぼす作用は ､ LNAI
と比較して抑制パタ ー ン ､ 抑制力価の い ずれ を とっ てもほぼ同じで あ っ た o 以
上の 成襖から ､ TCAの血小板凝集抑制作用発現の横序も LNA と同様に血小板CO の
阻害で あり ､ この た めTXA2藤生が低下 したので あろうと思わ れる ｡
co系代謝産物の産生が抑制されたの とは反対に ､ TCA及び LNAは血小板に外因
l ヰ 1 4
性に加えた [ C]AA から [ C]12- ,HETEヘ の 代謝を濃度依存的
▲
に増加させた o
こ れ は ､ おそらく TCA及び LNAがCOを抑制した ため ､ 代謝され なか っ た余剰の [
1 4
c]AAが 12- LO系に凍れ代謝された もの と考え られる o
一 方､ コ ラ ー ゲンで刺
激した 血小板で は ､ こ の 12-HETE産生の 増加はTCA, LMA の比較的低濃度添加の時
のみ に認められ ､ 添加する脂肪酸の 濃度が増加する につ れ内因性AAからの 12
-HE
TE産生はそれ以上増加せ ず にむしろ 低下 しTCA, L閃A無添加の レベルまで戻 っ た ｡
こ の場合､ 12-HETE の前駆体で あるAA は､ 血小板膜リ ン胎質に存在して いた 内
因性のAA でありコ ラ ー ゲ ン刺激により膜リ ン脂質力､ら遊離され 12- LO で代謝され
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14
た もので ある ｡ この点が外因性に [ C]AAを添加した実験 とは根本的に異なる
点で ある o この二 つ の 多価不飽和脂弧醸の高濃度添加に よ っ て ､ 内因性AAから
の 12-HETE産生の克進が見られなくな っ た理由は 未だ明らかで は ない
■
o 多価不
飽和脂肪酸の 一 つ である リ ノ ー ル 俄の 高濃度で は ､ CO のみならず血小板膜リ ン脂
質か らの 細道離を抑制す る との報告がある ｡
8 ヰ)
従 っ て ､ 高瀬魔の TCA及び ､
L舶 もまた ､ 血小板膜リ ン脂質からのA 遊^離を抑制して いるの で はない か と考え
られた ｡
TCA の構造は ､ 9- cis ､ ll- tr a n s､ 15- cis不飽和脂肪酸で あり ､ LN Aは9 ､ 12
､ 15- a]l cis 不飽和脂肪酸で ある . McI･ntyr eら は ､ C18:2, C18:3を含む cis
多価不飽和脂肪酸は ヒ 卜血小板において 血小板凝集抑制作用 を示しTXB2産生を低
下させ る が ､ t｢ a n s多価不飽和脂肪酸で はそ の ような作用の ない ことを報告して
8 5 )
いる ｡ 今回著者は ､ TCAが二重結合を 一 つ 含む t｢a n s多価不飽和脂肪酸で
ある にもか かわ らず ､ allcis 不飽和胎肪酸で ある LNAとほ ぼ同等の力価をもっ
て血小板凝集抑制作用 を有 して い る こ とを明らか に した o ここ にMclntyreらの
成績との矛盾点が存在 するが ､ こ の点につ いて は今後の研究を待たなけれ ぱ なら
ない ｡
今回の成績か ら ､ TCAは血小板凝集抑制作用を有し ､ そ の力価は LNAと ほぼ同
等で ある こ とが明らか とな っ た が ､ これ は おそ らく LNAと同様血小板COを阻害す
る た めと考えられ た ｡ 血小板凝集抑制作用 を有する TCAは ､ 今後虚血性疾患の
予防や治療上 ､ 有用なもの に なっ て いく可能性を秘めて おり ､ TCAを用い て のin
vjv oの 研究が必要 と考えられ る o
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第4草 魚脂ゆに多塵各こ含ま耽る
エ イ コ サ ぺン歩 エ ン顧 (臣P晶)の
血か板凝集能及び
血か板アラキドン髄代湖に
およぼす件周
(岳n v竜Wo および ex v毒v o)
4 - 1 は じ め に
強力な血小板凝集作用 を有するTXA2の前駆体で あるAA は､ 血小板膜リン脂質中
に 存在する勝肪顧で あるこ とから ､ 摂取する脂質の種頬によ っ て は血小板のAA代
謝が彩智をう け血小板凝集抑制作用を示す可能性がある o 本章で 取上げたの は
､ 和漢生薬から得られる秦物で はなく ､ 自然界特に海獣頬魚頬の脂質申に多く含
まれ る多価不飽和脂肪酸の 一 種で あるエイ コ サペ ンタ エ ン酸(eicosape ntae noic
a cid, EPA)で ある ｡ EPA は近年 ､ 抗血栓､ 抗動脈硬化作用を有する薬物の
一 つ
と して注目をあび てい る o
3 0 ) 3 H 3 2 ) 8 8 ) 3 ヰ) 3 5 H 6 m 6 川 7 川 8)
EPA の抗血小板作
用に つ い て は197時 代よりDyerbe rgらの ､ グリ
ー ンラン ドエ スキモ ー 人に関する
疫学調査を中心に 一 連の報告がなされ てきた o
3 0 m 1 )
彼等 臥 海獣 臥 魚類を
多食するエ ス キモ ー 人で は欧米の白人に比べ著 しく血栓性疾患の確鹿率の低い こ
とをあげ ､ その 理由と して海産動物申に多く含まれ る EPA の摂取 により血小板凝
集能が低下 して いる 可能性を報告した ｡
EPA はAA と同様炭素数2 陀あり ､ 5つ の二重結合を有する か 3系の 多価不飽和
脂肪酸で ある o 血小板で は ､ AA と同 じくCO及び 12
-LO によ っ て代謝をうける こ
- 5 ト
とが知られて い る
8 9 )
(Fig1 4-1) o すなわ ち ､ CO系からはTXA3を経てTXB3が産
生さ れる o またCO系か らは ､ m alo ndialdehyde と共に 12- hydr o xyheptadeca
-
tetra e n oic a cid(H=TE) も産生され る o 12-LO廉か ら は ､ 12-hydropero xy -
eic osape nta enoic a cid(12-‖PEPE)を経て12- hydroxyeic osapenta e n oic acid(12
- HEPE)が産生され る ｡
8 T) 3 8 〉3 9) ヰO )
EPA の抗血小板作用 の機序と して はい くつ か挙げられ る が ､ ERA
の代謝産物自身の血小板機能におよぼす作用 に つ い て は Ne edJemanらに よ っ て ､
EPA のCO系代謝産物で あるTXA3は , AA由来のTXA2と異 なり血小板凝集促進作用を
3 8 )
もたない ことが挙げら れ てきた ｡ しか しながら ､ EPA の12- LO系代謝産物
の血小板機能におよぼ す作用 につ いて は今まで 全く報告がな い o
と ころで ､ EPAの 血小板で の代謝につ い て は ､ Hambe rgら によ っ て明らかにさ
れ たように ､ 主要な代謝産物はCO系代謝産物で は なく 12-LO系代謝産物で ある o
8 9 )
Aha r o nyら
1 2)
, siege 帽
1 3 )
は ､ AA の 12- +O系の 中間代謝産物で ある12
- HPETEが血小板凝集抑制作用を示す こ とを明らか に してい る ｡ そ こで ､ 血小板
における EPA の主要な代謝産物で ある 12- LO系代謝産物が血小板機能に何らか の
作用をおよぼすので は ないか と考え以下の検討を行っ た ｡
まず ､ AEPA及びAA由来の 12-LO系代謝産物を生合成し ､ 血小板機能に およぼ す
作用を検討した o 次に ､ 健常人に高純度に精製 した EPAエ チル エ ス テ ル (EPA-
E)を投与し ､ 血小板膜リ ン脂質申の EPA量の変動 ､ ならび に血小板刺激時のAA及
び EPA代謝産物の産生量の 変化から ､ EPA の抗血小板作用発現へ の 12- LO系代謝
産物の寄与の可能性を探 っ た ｡
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4 - 2 E PAの 血小板 12J)ポキシ ゲナ ー ゼ(LO) 蘇
中間代謝産物で あ る
12-hydr ope r o xyeic o s ape nta e n oic a cid
(1
r
2-H PE PE)の 血小板凝集能
及びセ ロ ト ニ ン放出に およぼす作用
【実験方法】
4 8)
AA及び EPA由来の 12-LO系代謝産物は ､ Go etzlらの方法 に準じAA及びEPA(
日本水産株式会社, 東京, pu rity>99%) を基 質と して ､ ヒ 卜血小板ホ モ ジネ ー
卜とのイ ン キ ュ ぺ - シ ョ,ン により生合成した o メタ ノ
ー ル にて生成物を抽出後
､ 逆相(RP)及び願相(SPトHPLCに て分離精製し ､ AA由来の12-=PETE､ PA由来の
121HPEPEを得た o ま た ､ AA由来の12-‖ETE, EPA由来め 12-HEPE はCanpらの 方法
4 9)
に準じ ､ NaB‖.によ っ て12
-HPETE及び12- HPEPEの還元反応に より調製した後
､ SP-HPLCを用 いて 精製した o こ れらの物質はジ アゾメタ ンによるメ チル 化反
5 0)
応後 ､ トリメ チル シ リル化 し ､ ga s chro m atography- m a sspe ctr om etry(GC-
HS) にて同定した ｡ Fig. 4-2 に は 12-HEPE のm a s s spect｢ umを示 した o
血小板凝集能及び セロ トニ ン放出を測定する た めに ､ まずセ ロ トニ ン標識洗浄
5 9 0 )
血小板浮遊液(5×1 0/LLl)をJe r u shalmyらの 方法 に準じて調製した o すな
1ヰ
わ ち ､ PGI2
-Naを用い ての 採血後得られ た ヒ 卜 PRPに ､ [2- C]5-hydr oxy -
1 4
trypta min ebin o x a】ate( [ C]51HT､ セ ロ ト ニ ン ､ 50mCi/m mol, 柏e wEngla nd
Nu cle a r)を0.25LLCi/m[ 加え て37. 5℃ にて 3 0分間イ ンキ ュ べ - シ ョ ンするこ と
1 4
によ っ て ､ [ C]5-‖Tを血小板に取込ませ た ｡ つ いで ､ 1 - 5に既述した方法
1 ヰ 5 1 ヰ
に従い 【 C]5-HT標識血小板浮遊液(5×10/LLl)を調製した o この [ C]5-HT
標識血小板浮遊液をaggr egom eter c u v ette中で ､ AA(5FLM.) ある い は コ ラ ー ゲ ン
9 1 )
(10LLg/ml) の凝集惹起剤を加え 血小板凝集能を測定後 ､ Co staらの方法 に
154-
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f m ethyle ste r trim ethylsi lyl
de riv ativ e of 1 2- H E P E･
従 っ てホ ル ムア ルデ ヒ ド(終濃度; 1. 5%)で 反応停止させ ､ 4 ℃にて2 0分間
遠心分離 (1800× g) 後､ 上清の放射活性を測定するこ と によりセロ トニ ン放出
率を算出 した ｡
血小板凝集及び ､ セ ロ トニ ン放出へ の最大抑制効果は ､ 凝集惹起剤を加え る直
前に12- HPETE及び12- HPEPEを添加した蕩合に認 められ た o そこで 今回の実験で
は ､ 血小板凝集惹起の 直前にこ れら 12-hydr ope roxides(エタ ノ
ー ル に溶軌 終
濃度; O. 2%) を添加し た o
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【結果】
AA(5FLM) を凝集惹起剤と した時 ､ 12-HPETE及び12- HPEPE の いずれも1 -10Lt
Mの濃度で血小板凝集を濃度依存的に抑制した o (Fig. 4-3) 12-HPETE､ 及び12
+1PEPE は血小板凝集の み ならず ､ セ ロ ト ニ ン放出も濃度依存性の抑制作用を示し
た o (Fig. 4- 4(a))50% 阻害に要する12-HPETE､ 及び12-HPEPE の濃度 (ICs o) 杏
算出する と ､ 血小板凝集に対するIC5 Oの値は 5. OLLM(12
-HPETE)と 4･ 8LEM(12-
HPEPE)で あり ､ また セ ロ トニ ン放出に対するIC5 Oの値は 1･ 8LLM(12-‖PETE)i
1.5 ELM(12-HPEP)で あり ､ 両者に有意の差 は認められなか っ た o 一 方 ､ 安定
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Fig . 4 - 3 Ef fe ct of 1 2
- H P E T Ea nd 1 2- H P E P Eon A A
(5 岬 卜 土nduc ed w a shed platelet
ag gr egatio n .
●
号5…呈岩p琶フu
s
王冒
n
w冨
f
s
w a shed hum a nplatelets
stim ulated by 5tlM A Afo r
5 min in the abs en c e o rpr e s e n c e of (a)
1 2- H P E T Eo r (b) 12 - H P E P E(the f in al c o n-
c en tr ation in リM by e a ch c u r v e) .
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A su spen sio n of w a shed hu m a nplatelets (5Ⅹ1 0
5
/リl)
w a s stim ulated by 5 岬 A A (a) o r 1 0ug/rn1 c o1 1age n
･
(b) 土n the abs ence o rpr e s e n c e of 12
- hydr ope r oxi de s
(1 2- H P E T Eo r 1 2- H P E P ヱ) fo r 5 min . Ag gr egatio n
(o 1 2- HP ETE, ㊨ 1 2- tIP E P E) a nd 5- H T r ele a s e(A 12 -
fI P 王:T E,息 1 2- H P E P E) w e r e e xpre ss ed a s % of c o ntr ol
yalu e s(n o hydr ope r o xide s)｡ Re s ults w e r e obtain ed
l n tripl ic ate a s s ay u sing the sa m ebath of w a shed
platelets a nd the data sho w nher e a r e o王 o n e
e xpe rim e nt r epr e s e ntativ e of fo u r. Ea ch v alu e w a s
e xpr e s s ed a s m e a n s‡ S . D . (sta ndard de viatio ns) %
of platelet ag g
.
r egat土o n and 5
一 即 r ele a s e･
Signi f ic an t d i f fe r en c e fr om co ntrol r epre s e nts
☆p<0 . 0 5, … p<0 . 0 1′ … ★p<0 . 001 ｡
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な-12- LO系の代謝産物で ある 12-HETE及び 12-HEPE の血小板機能におよぼす作用
を検討した とこ ろ ､ 血小板凝集に対するIC5 ｡の 値は24〝 M (12
-HETE)と25〃M (
12- ‖EPE)で あり ､ またセ ロ トニ ン放出に対するIC5 0の 値は 8LLM (12-‖ETE)と
7.5 ELM (12二HEPE)で あ っ た o 12一門ETE及び 12-HEPE は､･12-=PET及び12
-HPE
pEと比較して ､ か なり血小板機能に対する抑制作用の 削 ヽこ とが明らか とな っ た
o
コ ラ ー ゲ ン凝集(10LLg/m[)を凝集惹起剤と した場合も ､ 12-‖PETE及び12
-
HPEPE は血小板凝集及び セ ロ トニ ン放出を濃度依存的に抑制した ｡ (Fig. 4- 4(b))
血小板凝集に対するIC5′.の値は12- =PETEで 5. 8LLM , 12
- ‖PEPEで 6･ OLLMで 凝
っ た o また セ ロ トニ ン放出に対するIC5.の値は12- HPETE で 9. 3LLM , 12
-=PEPE
で 9. 5LLMで あ っ た o いずれ の 場合も ､ 両者の 間に有意差は認められなか っ た
o
一 方､ 12- ‖ETE, 12-HEPEの抑制効果 はか なり弱 く ､ 12-HETE, 12-‖EPE のそ れ
ぞれのIC5 0の 値は ､ 血小板凝集に対して は28FLM と26LLM ､ セ ロ トニ ン放出に対
して は48LLM と45LJMで あっ た o
12-HPETE及び12- HPEPEのAA凝集及びブラ
ー ゲ ン凝集に対するⅠ･C与Oの値はほ とん
ど同 じで あっ た､が ､ セ ロ トニ ン放出に 関して は コ ラ ー ゲンで凝集惹起 した場合の
ほう が ､ AA で凝集を惹起した場合と比較して12-‖PETE及び12-HPEPE のIC5 0の値が
高い と いう成績が得られ た ｡
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4 - 3 血小板凝集能及びセ ロ ト ニ ン放出に およぼす
AA及び EPA由来の5- ,12- ,1 5-hydr ope r o xide s
の作悶
前節に おい て EPA由来の12-rIPEPEが ､ AA由来の12-‖PETEとほぼ 同等の力価をも
っ て 血小板機能(血小板凝集能及びセロ ト ニ ン放出)を抑制するこ とを明らか に
した ｡ これら両者の 共通点は ､ その1 2位にhydrope roxy 卜00‖) 基が結合した
モ ノ ハ イ ドロ ペ ル オキ シ離で あると いう点にある o 一 方､ 1 2位に hydroxy(
- 0‖)基の結合した 12- hydroxidesは抑制作用がかなり弱い ことか ら ､ 血小板機能
の抑制には hyd｢ ope ｢o xy基が重要な役割を果た して いる ものと考えられる ｡ で
は ､ 他の 位置に hydrope ro xy基の結合したAA及び EPA由来の モノハ イ ドEjペル オ
キシ酸の血小板機能にお よぼす作用はい かなる屯ので あろうか o そこで ､ 12-
hydroperoxidesの他にAA及び EPA由来の 5位及び1 5位に hydropero xy基を有す
るhydrope ro xidesを生合成 し ､ 血小板機能に およぼす作用を検討した o
【実験方法】
5-HPETE と 5 棚EPは Shimizuらの方法
9 2)
に準じ ､ pOlatoから艶精製され た
5-1ipo xyge n as eを用い て ､ AA及び EPAとの イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンによ っ て 生合成し
た o 15-HPETEと15-HPEPE はuongらの方法
5 n
に準じ ､ soybea n =po xyge n a s e(
sigm a)を用い て ､ AA及び EPAtのイ ンキ ュ べ - シ ョ ンによ っ て生合成した o +
れ らの物質は ､ RP及び SP-HPLC により分離精製した o さら に ､ これらのhydr o
-
per oxide sの同定はCa mpらの方法
49)
に準じ 舶B=4により還元し各々hydro xide s
と した後 ､ ジアゾメタ ンに よるメチル化反応後 ､ トリメ チル シリル化し GC
-MSに
ょり行 っ た o Fig. 4- 5 に は5-HEPEの ､ Fig. 4- 6 に は15
-‖EPE の GC-MSの m a S S
spectru mを示 した ｡
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1 ヰ 5
前節と同様に調製したセ ロ トニ ン(【 C]5-HT) 標識血小板浮遊液(5×10/LLI)
を用 いて ､ 血小板機能( 血小板凝集能及びセロ トニ ン放出) に およぼす hydr o-
peroxidesの作用を検討した o
【結果】
い ずれ の5 -及び 15-hydropero xidesも血小板機能( 血小板凝集およびセ ロ トニ
ン放出) を過度依存的に抑制した o Table4- 1 に は､ 血小板凝集及びセ ロ トニ ン
放出に対する50% 阻害に必要なhydropero xidesの 淑痩 (IC5 .) を示LJた o 各種
hydropero xidesの力価は ､ †ab[eに示した如く hydropero xy碁の結合する位置に
よ っ て 異な っ ており ､ 12- ,15- ,5-位のhydrope ro xidesの俄 に抑制作用は滅弱 した
o 興味深い こ とに ､ AA及び EPA由来のhydrope r oxide s抜 ､ hydr opero xy碁の位
置が同じならば前駆体の 脂肪酸の遠い にかかわ らず ､･ほ ぼ同等の抑制力価を有し
て い た o
4 - 4 in vitroの 系に おける12- ‖PETE, 12-‖PE PE の
血小板凝集抑制に対する相加効果
EPAの投与により ､ ヒ トの 血小板膜リン脂質中の EPA含量が増加する こ とが報
告され て い る o
3 8 ) a 9 )
[?Aの増加した 血小板が活性化をうける と ､ 膜リ ン脂質
か らAA のみ ならず EPAも遊離され ､ その結果AA由来の12- HP巨TE と ともに ､ EPA由
来の12-‖PEPEが産生され るこ とが考えられ る o そ の際､ これ ら 12- hydrope r
-
o xide sが共存すると両者の 血小板機能におよぼす抑制作用は変化する可能性が考
え られ る B そこで ､ 12- HPETE と12- HPEPEが同時に存在した時の血小板凝集能に
およぼす作用 につ い て検討した ｡
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Table 4 - i
Ab i l ity of H P E T E
!
s and H P E P EV s to inh i b it w a shed
hu m an platelet ag gr egatio n and 5
- H T r ele a s e･
stim ula nt hydro -
pe ro xides
c o n ce ntr ation of hal fm a xim al
inh 土b it土o n
ag g一ega tio n r ele a s e of 5
- H T
(リM) (いM)
A A(51朋)
c ol lage n
(10いg/ml)
5- fI P E T E
12- H P E T E
1 5- H P E T E
5 - fIP EPE
1 2- fIPEP E
15 - fIP E P E
5 - H P EウE
12 - H P E T E
15 - fI P E T E
5 - HPEP E
12 - H P E P E
15 - fI P E P E
1
…;…妻…;≡∃:… …‡…董§;……∃;☆
千29;
8
:妻…;……∃::☆ …;…董S.;……∃:☆
1
…;:8
'
;≡;…7
2
9∃:
' * ::9;≡董…;7:…∃:' '
1 4
6
9;
4
:葦…;≡…∃::A ;:9;S;.…;
4
:243::
*
☆
p<0 ･ 0 5J
★ ☆
p<0･ 0 11 ☆ … pく0. 0 0 1
A su spe nsio n of w ashed hu ma n platelets (5Ⅹ1 0
5
/ul)
w a s stim ulated by 5uM A Aor l Oug/ml c ol lag?n in the
pr es e n c eof v ario u shydr ope r o xi de s fo r 5 m l n a nd
the m a xim al ag gr egatio n a nd 5- H T r ele a s e w e r e
de te r min ed . Data a r e expr e s s ed a s the c on c en tr atio n
requir ed 王o r 七he hal 王 m axim al inh i b itio n of platelet
aggr egation and 5 - H T r ele a s e. Ea ch v alu e in the
tab le is 亡he re sult of 王o ur s epa r ate expe rim e nts
a nd is expr e s sed a s m e a n s‡ S ｡ D ｡ (sta ndard
deviatio n s) リM ｡
【実験方法】
血小板凝集に対 して約50%の阻害作用を示 す 12-hydrope r o xide sの 濃度は 5LL
- 62-
Mで あることか ら ､ 12-hydrope ro xide sの総塵 ､ すなわ ち12-‖PETE と12-HPEPE の
和を5LIMに保っ た条件で12- 肝ETE及び12-‖PEPE のそれぞれの比率を変え血小板
凝集能におよぼす作用を検討した o
【結果】
Tab)e4-2 に は､ AA(5LLM) による血小板凝集におよぽす12-HPETE及び12-HPEPE添
加時の阻害 (%) を示した o 12 JIPETE及び12- HPEPEの比率を変化させて も総量
に 変化がなければ ､ 血小板凝集の抑制効果は常に 一 定で あ っ た ｡ これは ､ 12-
‖pETE､ 12- ‖PEPEは お登 い に相加的に働くことを示してい る o コ ラ ー ゲンを凝
簸惹起剤と した暗も同様な成範が得られた o
Table 4 - 2
Ad d itiv e ef fe ct of 1 2- fIP E T Eand 1 2- H P E P Eo n A A-
indu c ed platelet aggr egat io n･
1 2- HP ET E(岬) 1 2- H P E P E( 岬) inh ib itio n(%)
5 3＋2 . 1
5 4＋2. 5
4 9＋1 . 7
5 1＋1｡ 2
5 2＋2 ｡ 2
4 8＋1 . 8
A s u spe n sio n of w a shed
w a s stim ulated by 51JM
of 1 2- H P E T E,1 2- H P E P Eg
5 min a nd the m axim al
hu m a nplatelets(5x1 05 1^1)
A A in the pr e s e nc e of 5リM
o r a mixtu r e of both fo r
ag gr egation w a sdete rmin ed ･
Ea ch data wa s obtain ed fr o m thr e e s epa r ate
expe rim ents a nd e xpr e s s ed a s m e an s ＋ S ･ D ｡
(standa rd de viatio n s) of % inh i b it 岩n ｡
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4 - 5 高純度に精製した EPA工 チ]L,エ ス テ)L/杏
投与 した前後に おける ､ ヒ ト血小板刺激時に
産生されるアラ キドン醸(AA)ならび に
エ イ コ サ ペ ンタ エ ン酸 (巨PA) 代謝産物の変動
前節まで において ､ in vit｢ oの系で EPA のと 卜血小板で の 主要な代謝産物で あ
る12-HPEPE には､ AA由来の12- ‖PETEと同等の血小板凝集抑制作用のある こ とを明
らか に した o そ こで ､ EPA投与時の血小板凝集能低下 の磯序の 一 つ と して12-
‖pEPEが関与するか否か を明らか に する目的で ､ 健常人に 一 定期間高純度に精製
した EPAエ チル エ ス テル を投与し ､ その前後に おい て血小板刺激時に産生され る
AA及び EPA由来の代謝産物の分析を行っ た ｡
【実験方法】
健常人男子11名 に ､ ソラトカプセル に充填したEPA- エ チル エ ス テ ル(EPA七
300mg/c ap. , 純度;90% , 日本水産株式会社) を3,6g/day､ 4週間服用 させ た o
6
服用前後において1 - 2に既述した方法に従っ て洗浄血小板浮遊液 (10/LLJ)
を調製し ､ トロ ン ビ ン (1U/ml, 持田製薬株式会社 ;東京) または ､ コ ラ ー ゲ ン
(50FLg/ml) で 5分間刺激後､ 等量の メタノ ー ル を加え 反応停止を行っ た o
4 5)
H ir ai らの方法 に基づ いてAA及び EPA の代謝産物 (プ ロ ス タノイ ド) を=PLC
を用い て測定した ｡ また ､ ERA- E投与前後に おける血小板リ ン脂質申の ホ ス フ
ァ チ ジル コ リ ン(pho sphatidylcholin e, PC) ､ ホ ス ファ チジ)L'エ タ ノ ー ル アミ ン
(pho sphatidyletha nola mjn e; PE), ホ ス フ ァ チジル イ ノ シ ト ー ル(phosphatidyト
in o sitof; PI) 分画の脂肪酸構成の変動は ､ 小沢 らの 方法
9 3)
に従い 一 次元薄層
クロ マ トグラフ ィ ー (TLC)による分離後三 フ ツ 化ホ ウ素によるメチル化反応を へ
て ､ ガスク ロ マ トグラフ ィ ー によ っ て測定した o
-64-
【結果】
EPA-E投尊前後で の 血小板刺激暗に産生さ れるプロ スタ ノイ ドは RP- 及び SP-
‖PLCを 馴 ＼て測定された が ､ その際の代表的な RP- 及び SP-HPLCのクロ マ 卜グラ
ムを Fig･ 4-7に示した o RP-HPLC で は､ AA代謝産物のうち H=Tと 12-=ETEが ､
また EPA代謝産物のう ち州TE と 12-HEPEが検出され る o Era-E投与後の血小板
刺激時の プ ロ スタノ イ ド藤生紘投与前と比べ ､ H=Tと 12-=ETE の産生低下と [PA
代謝産物のう ち 12-‖EPE の藤生増加が著しい(Fig. 4- 7(a)(b)). o SP-HPLC で は
TX(TXB2＋TXB8) が検出され るが ､ EPA- E投与によりTX の産生 は低下して いる(Fig
. 4- 7(c)(d))o さら に ､ TXB2とTXB3は RP-‖PLC によっ て分離､ 測定される o
EPA-E 投 射こよりTXB2の藤生は低下する が ､ EPA- E投与前のTXB3藤生 はTXB,産生
に比べ かなり少藤で 凝り投与後の産生の増加もあまり顕著で はない(Fig. 4- 7(e)
(f))a Era-E投尊前後で の トロ ン ビン (1U/m事) 刺激時の 血小板プ ロ スタノイ ド
産生をTable4-3 に示した o EPA- E投与前後にみられ る ､ 血小板刺激時に産生さ
れる各種プ ロ スタ ノイ ドの 主な変動として 紘 ､ EPA代謝産物につ い ては 12-HEPE
産生 の著しい 有意の増加で あり ､ EPAのCO系代謝産物で あるH=TEとTXB3の産生増
加は ごくわ ずか で 凝っ た o 一 方 ､ 産生されたAA代謝産物につ いて は EPA- E投与
によりCO系代謝産物で あるTXB2と ‖=T産生が有意に低下した ｡ また ､ 12-HETE
産生 は EPA-E投与により低下 したもの のAA のCO系代謝産物の産生低下 に比べ ごく
わず かで あ っ た o EPA- E投与による血小板プ ロ スタノ イ ドの産生の変動に伴い
､
TXB3/TXB2の比 ､ 及び 12-‖EPE/ 12-HETE の比は有意′に増加 した o EPA
-E投
与前後における コ ラ ー ゲン (50LLg/mI) 刺激時の プロ スタ ノイ ド産生をTable4-4
に 示したが ､ ほ ぼ同様の 成績が得られ た ｡
脂肪酸構成の 変動をTable4-5 に示 した ｡ 血小板リ ン脂質のうち ､ PC, PE, PI
の い ずれ の画分におい て も EPA垂 は EPA- E投与により有意に増加した o AA量 に
つ い て は ､ PC, PE画分は 有意に低下 したがPI画分で は不変で あ っ た ｡
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Fig . 4 - 7 fl P L Cpr of i le s of pr o sta noids pr odu c ed by
thr o mb in(1U/m1) - s亀im ulated platelets
befo re (a ′ c ′ e) and a王te r (b′d ′.
王) 4 w e eks
土nge stio n of E P A- E (3 ｡ 6g/day) ｡
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Tab le 4 - 3
Ef fect of 4w e eks ingestio n of ETA - I (3. 6g/day)
o n pr o sta n oi ds fo r m atio n in thr o mb in(1.U/ml) -
stim ulated w ashed pla七elets ｡
A A m etabol ite s
H HT TX B
2
1 2- H E T E
1 5 6 9｡ O
befo r e (2 42. 7)
* * *
after 1 2 8 0｡ 6
4 W (4 1 6.3)
1 4 4 2. 9 9 2 7｡ 9
(3 73 . 6) (1 4 2｡ 8)
☆ ☆
9 8 1.8 876 ｡ 1
(3 4 4. 4) (2 23. 3)
E pA m etabol 土te s
HH T E T X B
3
1 2- H E P E
1 6. 7 1 5｡ 3
(7 ｡ 1 0) (7 . 05)
☆
37. 7 29 . 0
(2 6. 4) (2 2. 5)
6 5｡ 9
(2 6｡ 5)
* * * *
2 0 9｡ 4
(1 1 0. 5)
T XB
3/T X B2 1 2
- H E P E/1 2- H E T E
befo r e
afte r
4 W
■
0 ｡ 0 1 0 6
(0 .0 0 4)
★ ★ ★
0. 0 2 8 0
(0｡ 0 1 4)
0｡ 07 2
(0 ｡ 0 2 9)
☆ ☆ ★ ★
0｡ 2 4 2
(0｡ 1 2 5)
Ea ch data w as e xpr e s s ed a s m e a n s‡ S ･ D ｡ (standard
de viat ions . (n = 1 1) Value s in pa r e nthe sis r epr e s en t
≡;ヲi昌9芸rl冨…喜;≡冒蓋?s*芸冒
r
oT詫三
○望☆芸言岩ぷヲ
r…≡≡冨望.?冨l,
☆ * * *p<0｡ 0 0 1, pair ed ト te st as c o mpa r ed to
''befo r e”
さら に血小板のPC, PE両分の EPAノAA比と ､ 血小板の刺激時に産生され たTXB3
/TXB2比 ､ 及び12
-HPEPE/12-‖PEPE比との間に は , いずれも正 の相関関係が認め
られ た(Fig. 4-8及びFig･ 4- 9)o F
･
[gu r eに は トロ ン ビン (1U/m[) 刺激の血小板に
ぉける成績を示 した 臥 同様の成鶴は コ ラ
ー ゲン (50LLg/mI)刺激の 血小板に お
い て も認められ た ｡
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Table 4 - 4
Ef fe ct of 4 w e eks inge stio n of E P AI E (3 ｡ 6g/day)
on pro sta n oids fo r m ation in c ol lage n(5 0ug/ml卜
st土mula七ed w a shed platele七s ｡
A A m etabolま七e s
H H T T X B
2
12 - 石E T E
6 23 . 3
befo re (1 9 3｡ 7)
☆
after 468. 0
46 3. 0
(2 2 8. 4)
★ ☆
2 5 7. 5
4 W (1 9 1. 4) (7 4.
‾4)
7 6 0. 8
(2 9 8. 1)
☆
6 7 9. 2
(2 4 9. 2)
E p Am etabol ites
H H T E T X B
3
12 - H E PE
4 . 2 3 1. 6 3 2 6. 3
(6 . 5 8) (3 ｡ 4 9) (2 2. 6)
* * *
5 . 6 1 4. 8 4 1 5 1. 7
(6 . 4 7) (3 ｡ 8 5) (7 1. 3)
T X B
3/T X B2 12
- H E学/1 2
- H E TE
befo r e
af te r
0 . 0 0 3
(0 ｡ 0 08)
★
0. 0 1 9
4 W (o ｡ o1 7)
0. 0 4 7
(0 . 0 5 9)
* * *
0 . 2 3 9
(0 . 0 9 8)
Ea ch data w a s e xpr e s s ed as ?e a n s‡ s ｡ D ･ (sta ndarddev土at土o n s･ (n = 11) Valu e s l npa r e nthe sis repr e s e nt
≡;ヲi69芸三三t
s
e
t
;…冒皇ヲs for m atio n w a sexpr e s s ed by*p<0 ･ 0 5, * *p<0･ O Ip * * *p<o ･ o o ly
pair ed ト te st a s co mpa red to --befo r e叩 .
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Table 4 - 5
Ef fe ct of 4 w e eks inge stio n of E T A- I (3. 6g/day)
o n fat ty a ci ds c o mpo sitio n of platelet pho spho -
1 土pids .
pho sphati dylchol in e(p C)
A A(2 0:4) E P A(20:5) E P A/A A
befo r e 7 . 8 5＋1 . 6 0 0 . 8 2＋0 . 5 6 0. 11＋0. 0 8 8
☆ ☆ ☆ ☆ *
.
* * *
afte r 4W 6. 38＋0 . 1 8 1. 9 6＋0. 77 0 . 3 0＋0 . 14
Pho sphati dyletha n ola min e(pE)
A A(2 0ニ4) E P A(20:5) E pA/ÅÅ
befo re 2 8｡ 49＋3 ｡ 2 2 2 ｡ 11＋1｡ 4 2 0. 0 7 7＋0 ｡ 0 6 6
* * * * * * * *
afte r 4W 2 5.6 7＋2 . 5 3 4 . 4 8＋1. 7 3 0. 17 5＋0. 0 8 6
Pho sphati dyl in o sitol(P I)
A A(_2,0.;4), . .E.P A(2 0:5) EPA/A A
befo re 20. 5 1＋4 . 7 8 0. 17＋0. 24 0. O10＋0. 0 19
☆ ☆ ★
afte r 4W 2 0. 58＋7 . 0 3 0｡ 4 1＋0 ｡ 1 4 0. 0 22＋0｡ 0 0 9
Each v alu e w a s expr e s s ed as m e a n s‡ S･ D ｡ (sta nda rd
de viatio n s) m ole %. (n = 1 1)
*p<o . o 5, * *p<0･ O Ip * * *p<0｡ 0 0 1, pair ed ト te st a s
c o mpa r ed to
川befo r e” ｡
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(b) 1 2- H E P E/1 2- H E T 文
一 stim ulated platelets .
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r (b) 1 2- H E P E/1 2- H E T E
m1) - stim ulated platelets ･
4 - 6 考 察
AA由来の 12- LO系代謝産物で ある12-HPETEに つ い て は ､ 血小板凝集反応及び ､
放出反応を抑制するこ とが既に報告され てい る o
1 2 ) 1 3)
今回著者が行っ たin
vit｢o の成鏡でも ､ 生合成した12-‖P 口EはAA(5〃M) 及び コ ラ ー ゲン (10〟g/ml
) による凝集及びセ ロ トニ ン放出に対し濃度依存性の抑制を示 した o
今回のin vitr o実験で 新た に明らか になっ た ことのう ち最も重要なこ とは ､
EPA の 12- LO系中間代謝産物で ある12-HPEPEもまた 血小板凝集やセ ロ トニ ン放出
に対して濃度頃存性の抑制作用を示 し ､ しか もその抑制力価がAA由来の12- HPETE
とほ ぼ同等で ある という ことで ある ｡ さらに ､ 12-‖PETE及び12-HPEPEの 安定な
/
′ 一
ー
‾ ヽ
､
→
代謝産物で ある 12-HETE及び 12-HEPEは 12- hydrope roxides(12-‖PETE及び 12-
HPEPE)に比べ かなり抑制効果が弱い ことも明らか にな っ た ｡ 12-HETEが12-HPE
TEと比較して ､ 血小板機能に対する抑制効果が低い ことは ､ Aha ro nyら
1 2)
や
5 3 )
C｢ o setら も報告して い る ｡ 彼等によれ ば ､ 12-HETE の血小板凝集抑制の力
価は12-HPETEに比べ 1/3か ら 1/4 という o こ れらの成績か ら ､ 12-hydr ope 卜
o xide sが 12- hydro xide sヘ
‾
と代謝され る こ とに よりその抑制の 活性が失わ れ ると
いう ことが推察される ｡ 今 臥 著者の実験で も 12-hydrope r o xidesと血小板の
プ レイ ンキ ュ ぺ - シ ョ ン 時間が延長する の にともなっ て凝集抑制効果が低下する
こ とが認められた o こ れ は ､ 12- hydr ope r o xjdesが反応液中で 非常に不安定な
ため ､ ただ ちに 12-hyd｢ o xide sと なり ､ 凝集抑制効果が低下 した ためと考えられ
る ｡
12-HPETEと12-HPEPE の血小板横能に対する抑制の力価は ほ ぼ同等で あ っ た こ と
から ､ 野道的に二 重結合の数は抑制効果を左右するための重要な因子 に はな っ て
い ない と思わ れる o と ころ で ､ 12-HPETE以外のAA由来の hydr ope F O Xide､ 例え
ば15- HPE†E につ い て は血小板凝集抑制作用を示すこ とが報告され て い るが
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1 2 ) 9 4 )
､ hydrope roxy基の位置の違いが抑制効果に遠い をもたらすので あろうか ｡ +
の 点を明らかに するため ､ 1 2位の他に - OO‖基を有するAA及び EPA由来のLO代謝
産物を調熱して血小板機能におよぼす作 馴こつ いて検討を加えた o とこる で ､
hydr operoxide sの調製鴇と して は ､ 酵素的方法の他に自動酸化による方法
9 5 )
ヘ モ グ ロ ビンを用い る髄化反応法
9 6 )
､
- 垂項酸素を用い た方法
9 丁)
等が知られ
て い る o こ れらの非酵素的調教法を経て調教されたhydrope ro xidesはラセミ体
で あり ､ こ れらのS一 体とト体の混合物で 凝ると考えられ てい る o Cro s etらは ､
血小板凝簸抑制作用を発現するため にはhydroperoxidesがS一体で ある こ とが必要
5 3 )
で あると報告して いる o またS一 体のみのhydrope r oxjde sは酵素的方法によ
9 2 ) 1 0 0 )
り調射されるこ とが報告されて いる o 従 っ て今回の実験で は ､ S一 体の
9 2)
hydroperoxidesを得るた め ､ 5-hydrope roxidesは Shim zuらの方法 に準じ ､
potatoから艶精勤され た5-Iipoxyge naseを用い ､ 15- hydr opero xide sはuo ngらの
5 1 )
方法 に準じ soybea n15-Iipoxyge naseを用い て生合成し ､ その力価を比較し
た Q その結果 ､ hydr operoxy基の 結合する位置によ っ て血小板機能におよぼす
抑制力価はかなり異なる ことが明らか となっ た ｡ すなわ ち ､ 血小板の凝集放出
反応に およぼすmo nohyd｢ope ｢oxide sの抑制作用 は hyd｢ope r oxy の位置 によ っ て左
右され るが ､ 二 重結合の数によ っ て 抜ほ とんど影響を受けないこ とが考えられ た
｡ すで に述べ たよう に ､ 血小板で 産生される 12-hydr ope r o xidesが最も血小板
横能におよぼ す抑制効果 が高か っ たこ と は興味深 い成続と思われる o 尚､ AÅ由
来の 12-HETE につ い て は ､ 5- HETEや 15-HETEより血小板凝集抑制作用が最も強い
1 2 ) 5 3 )
こ とが他の研究者により報告され て おり ､ 著者の成績とも
一 致してい る .
EPA投与に より EPA含量の増加した血小板が活性化をう ける と ､ 膜リ ン勝質か
らAA のみならず EPAも遊離し 12- LOで 代謝をうけ ､ それ ぞれ12- HPETE､ 12-HPEPE
が産生され ると考え られ
3 8) 39 ) 8 9)
､ 両者が相互 に影響しあう可能性が考えられ
る o そこで ､ 12-HPETEと12-‖PEPE のin vitroで の共存効果を検討したが ､ 血小
- 73-
板凝集抑制に及ぼす両者の作用 払ヨ醐口約で あ っ た D これ ら 一 連のin vitroの実
験か ら ､ EPAの 121 LO系中間代謝産物である12-HPEPEがAA由来の12-=PETEとほぼ
同等の力価をも っ て血小板磯能を抑制し ､ しかも12-HPEPEは12-‖PETEと相加的に
作用する との成績を得た ｡
そこで1 健常人に高純度に精製 した EPA- E ソ フトカプ セル を 一 定期間服用させ
投与前後における血小板で のリ ン脂質画分申のAA垂及び EPA塵 ､ ならび に血小
板活性化時に産生されるAA及びAA由来q)代謝産物を測定 し ､ in vitroの成範をも
と にEPA の抗血小板作用発現の機序の1つ と して12-HPEPEが関与する 可能性を検
討 した o その㌍ ､ E 恥 E苧与により血小板り
■
ン勝質(PC･PE,PI沖 の EP噌 豊
が有意に増加する とと もに ､ 血小板活性化時に産生され る EPA代謝産物の 捻塵は
有意に増加した が+ なかで も 12-HEPEの 産生量の増加は著 しか っ た o 血小板の
PC, PE画分q) EPA/ÅA比と 12-‖EPE/ 12-HETE比との間に は いずれも正 の相関関
係が認められ たが ､ こ の こ とは EPA- E投与により血小板膜リ ン脂質中の EPA垂が
増加する の に伴い ､ 血小板の活性化により血小板膜リ ン脂質からAAの み ならず ､
EPAも遊離しさらに代謝さ れる こ とを示 してい る o
一 方 ､ EPA- E投与に より血小板リ ン脂質 (PC,PE沖 のAA含量は有意に低下 し ､
これ に伴い血小板活性化時に産生され るAA代謝産物の億量は 有意に低下 した が ､
なか でもTXB2産生の低下 が著しか っ た ｡ EPA- E投与によりTXB2､ すなわ ちTXA2
の 産生が低下 した携序と しては ､ TXA2の蘭駆体で あるAA垂の 低下
9 B) 9 9 )
､ ま た
EPA 自身によるCO レベ ル で のAA代謝の 阻害等が考えられ る ｡
3 8 〉1 0 0 )
と ころ で ､
EPA から産生されるTXA3は ､ AA由来の■TXA2と異なり血小板凝集促進作用を持たず
EPA の増加に伴いTXÅ3産 生が増加し ､ 代わ りにTXA2産生が低下する た めに血小板
凝集能q)低下をもたら すと の仮説が Ne edfem a nらにより提唱され て いる .
3 8)
今
回の研究でも EPA-E投与後 ､ TXB3産生の増加と ともにTXB3/ TXB2比の有意の増加
が認められ た . しか しながら ､ TXB3の産生量はAA由来のTXB2産生量 に比べEPA-
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E 投与後に おい て 屯きわめて少轟にとどま っ た o 従 っ て ､ EPA による 血小板凝
集能低下の 機序の - - つ と してTXA3塵生の 関与はあまり大きくないと考えられた o
EP良一E投毎により ､ 血小板活性他時に藤生されるTXB2塵が著しく減少したの に
対して ､ 12-‖ETEと 12-暮1EPE産生壁の総和は減少するよりむしろ増加する傾向が
み られ た o EPA-E投与機 ､ 血小板活性化時に認められた 12-HEPE産生の著しい
増加 は12-=PEPE藤生の増加を意味して いる o in vit｢ oの系において ､ 12-HPEPE
は血小板凝集抑制件用を示し ､ その抑制力価はAA由来の12-HPETE とはぼ同等で あ
り両者はお葺い に
相加的に作用する
こ とを先に明らか
に した o 従っ て
､ 健常人ヘ の EPA
- E投与実験に おい
て リン脂質画分ヘ
の EPA含奥の 増加
に伴い 12-H E㌣E の
産生増加がみられ
た こ と は ､ EPA の
抗血小板作用発現
の磯序の1つ と し
て12- =PEPEが関与
して い る可能性を
示 して いる ｡
(Fig. 4-10)
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縄 括
本研究で は ､ アス ピリ ンに代表され る既存の抗血小板秦と は全く違 っ た角度か
ら血小板凝集能を輸刺する と考えられ る種々 の薬物を とりあげ ､ そ れ らの 血ホ板
AA代謝におよぼす作用 を中心に研究を進め各薬物の抗血小板作用の磯序の 一 端を
明らか にして きた ｡ すなわち ､ 和漢生薬成分で あるC J
'
nna mic aJdehyde とtri-
cho sanJ
'
c ac,id及び ､ 食事で摂取される脂質の 一 種で あるエ イ コ サペンタ エ ン酸
(EPA) が ､ 血小板AA代謝をか えるこ と により血小板凝集抑制作用を有する ことを
明らか にする とともに ､ これらの薬物が将来 ､ 血栓性疾患の予防､ ある い は治療
上有効な薬物にな っ てい く可能性を示唆し た o 本研究のま とめを ､ 以下 に要約
LJT= o
1 )今回新た にRadom skiらの方法を改良し ､ プ ロ スタ グラ ンジン王2 一 触 塩(PGI2 -
Na) を用いたcytoprote ctio n法により ､ 血小板機能を保持した ヒ 卜洗浄血小板を
調製する方法を確立 し ､ 各種薬物の血小板横能及びAA代謝におよぼす作用を検討
する こ とを可能に した o
2 ) 桂皮の主成分で あるc J
'
nna mic aJdehyde が ､ 血小板凝集抑制作用を有して お
り強力な血小板凝集因子で あるTXA2の 産生を抑制する こ とを明らか に した o
tin na nic aldehyde によるTXA2産生低下 の機序と して は ､ A脚 らのTXA2の 産生 に
い た るCyCIo o xyge n a s eの 阻害剤で はなく ､ む しろ血小板活性化に伴う膜リ ン脂質
からのAA遊離の抑制が考えられ た ｡
3 )桔楼仁の主成分で あるtricho s a n J
'
c a cidが ､ 同 じくC1 8:3 の多価不飽和胎肪
酸で あるリ ノ レン 酸と同様に ､ 血小板凝集抑制作用を有して い る こ去ニを明らか に
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した o
'
[richosanic a cJ
'
d8法､ 血か板活性化時に産生され るAA代謝産物のうち ､
cyctoo xygen ase茶代謝産物で凝るTXBか ‖‖T の 奥を濃度依存的に抑制し ､ 抑制の
力俄につ い て は リ ノ レン敢とはば 同等で 凝 っ た o リノ レン醸は ､ 血小板cyclo -
oxygena seの抑制作用 を有することが既に明らか にされて い る o 今回の 一 連の
成鶴より ､ tricho sa nic aciは リ ノ レン顧と同様に ､ 血小板cyclooxyge n aseを阻
害した 結果TXA2塵生を低下させ ､ 血小板凝集抑制作用を発現していると考えられ
た o
4) エイ コ サ ペ ンタエ ン 酸(ERA) は抗血小板作用を有することが知られ ､ その 作
用機序に関して もいくつ か 報告され て い る D 今回新たに ､ in vitr oの系を用い
てEPAの12-Iipoxyge na se系中間代議産物で ある12-HPEPEが血小板凝集抑制作用
を有して い ることを明らか にした o さらに高純度に精製したEPAエ チル エ ス テ
ル ソ フ トカプセル を健常人に 一 定期間投与したところ ､ 血小板リン脂質中のEPA
含盛が増加するとともに ､ 血小板の刺激にともない12-HEPEの著しい産生増加が
認められた o 以上に述べ たJ
'
n vJ
'
tro 及び e xvivoの成績より , 12-HPEPE は
EPA による抗血小板作用発現の機序の 一 つ として 関与して いる可能性が考えられ
た B
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